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SIGIRLARDA BABESIA TURLERININ REVERSE LINE BLOTTING, NESTED
PCR VE REAL TIME PCR TEKNIKLERI ILE KARSILASTIRMALI TANISI

OZET

Bu ¢alisma, sigirlarda B. bovis ve B. bigemina’nin Reverse Line Blotting (RLB), Nested
PCR ve Real Time PCR teknikleri ile karsilastirmali teshisi amaciyla planlanmistir.
Tiirkiye’nin farkli illerindeki sigirlardan ¢esitli zamanlarda toplanan toplam 400 adet
kan Ornegi ¢alismanin materyalini olusturmustur. Kan orneklerinden genomik DNA
ekstraksiyonu yapilmistir. Elde edilen DNA'lar RLB, Nested PCR ve Real Time PCR
teknikleri ile analiz edilmistir. Incelemesi yapilan 400 sigir kan Orneginin RLB
sonuglarina gore toplam 18’inin (%4,50) B. bovis, 59’unun (%14,75) B. bigemina,
16’sinin (%4,00) Babesia sp. ve 2’sinin (%0,50) B. bovis ve B. bigemina ile miks
enfekte oldugu belirlenmistir. Nested PCR ile 23’iniin (%5,75) B. bovis, 71’inin
(%17,75) B. bigemina ve 7’sinin (%1,75) B. bovis + B. bigemina miks; Real Time PCR
ile 23’iiniin (%5,75) B. bovis, 75’inin (%18,75) B. bigemina ve 9’unun (%2,00) ise B.
bovis + B. bigemina miks enfeksiyon saptanmistir. Testlerin sensitivite ve
spesifitelerinin belirlenmesinde gold test Real Time PCR olarak alinmigtir. Nested PCR
tekniginin Real Time PCR teknigi ile kiyaslanmasi sonucu %94,4 sensitivite ve %100,0
spesifite; RLB tekniginin ise %88,8 sensitivite ve %100,0 spesifite gosterdigi
belirlenmistir. Kappa testi ile Real Time PCR ve Nested PCR arasinda %96,1, Real
Time PCR ve RLB arasinda %92,1 ve Nested PCR ile RLB arasinda ise %95,9 oraninda
uyum oldugu saptanmigtir. RLB testinde Babesia sp. olarak belirlenen 16 drnegin hem
Real Time hem de Nested PCR’da 5’inin B. bigemina, 9’unun B. bovis, 2’sinin ise B.

bovis + B.bigemina miks oldugu ortaya konmustur.

Sonug olarak bu ¢alisma ile sigirlarda B. bovis ve B. bigemina’nin arastirilmasinda Real
Time PCR yonteminin Nested PCR ve RLB tekniklerine oranla daha duyarli oldugu
belirlenmistir. Bunun yaninda her {i¢ teknigin de bu enfeksiyonlarin teshisinde oldukca

spesifik oldugu saptanmaistir.

Anahtar kelimeler: Babesia, Sigir, Nested PCR, Revers line blotting, Real Time PCR



COMPERATIVE DIAGNOSIS OF BOVINE BABESIA SPECIES BY REVERSE
LINE BLOTTING, NESTED PCR AND REAL TIME PCR TECHNIQUES

ABSTRACT

This study was carried out to comparative diagnosis of B. bovis and B. bigemina by
Reverse Line Blotting (RLB), Nested PCR and Real Time PCR techniques. Totally, 400
blood samples collected from cattle at different times from various provinces of Turkey
were constituted the material of the study. Genomic DNA extraction was performed to
the blood samples. The obtained DNA’s were analyzed by (RLB), Nested PCR and Real
Time PCR techniques. Totally 18 (4.50%), 59 (14.75%), 16 (4.00%) and 2 (0.50%) of
the 400 bovine blood samples were found to be infected with B. bovis, B. bigemina,
Babesia sp. and B. bovis + B. bigemina mix, respectively by RLB. 23 (5.75%), 71
(17.75%) and 7 (1.75%) of the examined samples were found to be infected with B.
bovis, B. bigemina and B. bovis + B. bigemina mix, respectively by Nested PCR
whereas, 23 (5.75%), 75 (18.75%) and 9 (2.00%) were found to be infected with B.
bovis, B. bigemina and B. bovis + B. bigemina mix, respectively by Real Time PCR.
Real Time PCR was used as a gold test in the determination of the sensitivity and
specificity of the tests. 94.4% and 88.8% sensitivity and both 100.0% specificity were
determined when compared Nested PCR and RLB with Real Time PCR, respectively.
Kappa test revealed that 96.1% 92.1% and 95.9% consistence between Real Time PCR
and Nested PCR, Real Time PCR and RLB, Nested PCR and RLB, respectively. Totally
16 Babesia sp. positivity’s in RLB test, 5, 9 and 2 samples were determined as B.
bigemina, B. bovis, B. bovis + B. bigemina mix, respectively by both Real Time and
Nested PCR.

In conclusion, Real Time PCR technique was found to be more sensitive than Nested
PCR and RLB techniques in the investigation of B. bovis and B. bigemina in cattle with
this study. In addition, each technique was determined to be highly specific in the
diagnosis of these infections.

Keywords: Babesia, Cattle, Nested PCR, Revers line blotting, Real Time PCR
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1. GIRIS / AMAC VE KAPSAM

Subtropikal iklim kusaginda yer alan Tirkiye’de hayvancilik, ekonomik agidan ¢ok
onemli bir yere sahiptir. Tiirkiye'de hayvanciligin gelismesini olumsuz yonde etkileyen
barinak, bakim ve besleme gibi yetistiricilik hatalarinin yaninda, bakteriyel, viral ve
paraziter orijinli hastaliklar olduk¢a 6nem arz etmektedir. Paraziter hastaliklar igerisinde
yaygin olanlardan biri de olduk¢a 6nemli bir protozoon hastaligi olan babesiosis'tir.
Tiirkiye'ye ithal edilen kiiltiir ki1 sigirlar ve bunlarin melezleri babesiosis'e karsi
oldukga duyarli ve bu hastaligin tehditi altindadirlar. Hastalik, 6zellikle kiiltiir irklarinda
yiiksek oranda oliimlere yol agmaktadir. Ayrica et ve siit verimlerinde 6nemli Slgiilerde
diisiislere de neden olan babesiosis, dolayisiyla Tiirkiye ekonomisine dnemli oranda

zarar vermektedir.

Babesiosis; tropik ve subtropik iklim kusagindaki evcil ve yabani memeli hayvanlar ile
insanlarda da goriilen ve vektor kenelerle transovarial ve transstadial olarak nakledilen
zoonotik karakterli bir hastaliktir. Hastalik 6zellikle yaz aylarinda vektor kenelerin
aktiflesmesiyle birlikte yliksek ates, anemi, anoreksi, kaseksi, hemoglobintiri, hipotansif
sok ile seyretmekte ve dliimlere neden olmaktadir. Onceleri sadece memeli hayvanlarin
bir hastalig1 olarak bilinen babesiosisin son 35 yildir insanlar i¢in de 6nemli bir hastalik
oldugu bildirilmistir. Bugiine kadar insanlarda Babesia microti, B. divergens, B. bovis,
B. canis, B. duncani (WAL), B. venatorum (EU1) tiirleri ile MO1 ve KO1 suslarinin

babesiosis'e sebep oldugu rapor edilmistir.

Halk arasinda "Agrima, Agrik, Sarilik" gibi isimlerle bilinen babesiosis'in teshisinde
klinik semptomlarin yaninda, mevsim, kene enfestasyonu, unstabil bdlge gibi
epidemiyolojik veriler de siipheleri artirabilmektedir. Ancak hastaligin teshisi, perifer
kandan yapilmis ve Giemsa ile boyanmis preparatlarin mikroskobik incelenmesinde
eritrositler icerisinde parazitin goriilmesiyle olur. Hastaliga hangi tiirlin yol agtigini
belirlemek i¢in ise, parazite karsi olusan spesifik antikorlarin serolojik yontemlerle
(IFAT, ELISA, IHA vb.) saptanmas1 veya parazit DNA’sinin molekiiler yontemlerle
(PCR, RLB, Nested-PCR, Real-Time PCR vb.) tespit edilmesi gerekir. Konvansiyonel
ve serolojik yontemlerin cesitli dezavantajlart sebebiyle, teshiste daha 6zgiil ve duyarl
yontemlere gereksinim duyulmustur. Bunun sonucu olarak son yillarda parazit

DNA’sindan teshise yoOnelik ileri teknolojik molekiiler yontemler yaygin olarak
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kullanilmaya baglanmistir. Bu yontemler arasinda Nested PCR, Reverse Line Blotting
(RLB) ve son yillarda Real Time PCR yontemleri, duyarliliginin ve 6zgilliigiiniin
yiiksek olmasi sebebiyle 6ne c¢ikmustir. Sigirlarda babesiosis’in Tiirkiye’deki durumu
hakkinda yapilan caligmalarin biiylik bir c¢ogunlugunu mikroskobik ve serolojik
calismalar olusturmaktadir. Molekiiler ¢alismalarin sayisi ise oldukga smirli olup
sybergreen veya prob bazli Real Time PCR ile ilgili ¢alisma bu giine kadar

bulunmamaktadir.

Bu calismada, Tiirkiye’nin c¢esitli yorelerindeki sigirlardan toplanmis ve Erciyes
Universitesi Veteriner Fakiiltesi Parazitoloji Anabilim Dali Cryo-Bank’inda muhafaza
edilen EDTA’l1 kanlarda sigir babesiosis’inin en yaygin ve 6énemli iki tiirii olan B. bovis
ve B. bigemina’nin Nested PCR, Reverse Line Blotting (RLB) ve Real Time PCR

yontemleri ile karsilastirmali teshisi amaglanmistir.
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2. GENEL BILGILER

2.1. BABESIOSIS'IN TANIMI VE TARIHCESI

Babesiosis; Apicomplexa anag altindaki Babesia tiirlerinin meydana getirdigi, tropik ve
subtropik bolgelerdeki evcil ve yabani hayvanlar ile insanlarda da goriilen, Ixodidae
ailesine bagli vektor keneler tarafindan transovarial ve transstadial olarak nakledilen
zoonotik karakterli bir protozoer hastaliktir. Hastalikla ilgili ilk bilgiler, 19. ylizyilin
sonlarinda ortaya ¢ikmistir. ilk defa 1888 yilinda Romanya’da, sigirlarda goriilen ve
hizla yayilan bir hastalifin sebebinin ne oldugunun arastirilmasi amaciyla Romanya
Hiikiimeti tarafindan gorevlendirilen Victor Babes sigir eritrositleri igerisinde birtakim
mikroorganizmler kesfetmis ve bunlarin “sigir hemaglobiniirisi” ile baglantisi oldugunu
ileri siirmiistiir. Babes, daha sonra ayni mikroorganizmleri koyun eritrositlerinde de
gozlemlemistir. Diger yandan Amerika Birlesik Devletleri'nde 1893’de Smith ve
Kilborne “Texas Fever” olarak adlandirilan hastalikta, eritrositler i¢indeki etkeni,
Pyrosoma bigeminum olarak isimlendirmisler ve bunun bir kene tarafindan
nakledildigini de kesfetmislerdir. Ayn1 y1l Starcovici, bu parazitlere sirasiyla Babesia
bovis, B. ovis ve B. bigemina isimlerini vermistir (1, 2). Diger yandan “Texas Fever”
(babesiosis) etkeni Pyrosoma bigeminum (Babesia bigemina)’un vektor kene Boophilus
annulatus tarafindan sigirlara nakledildiginin yayinlanmasindan sonra babesiosis,
diinyanin ¢esitli bolgelerinde de kesfedilmistir. Avustralya’da Dr. Sidney Hunt
babesiosis'i (bovine redwater), “Texas fever”in identigi olarak konfirme etmistir.
Arjantin’de, 1903’te Lignieres sigir babesiosisi (Tristeza) i¢in form A ve form C olmak
tizere iki form tarif etmis olup bunlardan birinin Smith ve Kilborne’un tanimladigina
benzer sekilde biiyiik, digerinin ise daha kiigiik intraeritrositik etkenler oldugunu
bildirmistir. Aym1 arastirmaci, kiiciik olan etkenin, genellikle kan frotilerinde zor
goriilmesine karsin, bobrek ve merkezi sinir sisteminin meningslerindeki kapillarlardan
yapilan frotilerde daha kolay tespit edilebildigini bildirmis, 1910 yilinda bu kiiciik
organizmalar1 Once Piroplasma argentina daha sonra Babesia argentina olarak
isimlendirmistir. Babesia argentina ismi Avusturalya ile Giiney ve Orta Amerika’da
uzun yillar kullanilmistir. Bu durum 1970°1i yillarin ortalarina kadar stirmiis, B.
argentina ile B. bovis’in ayn1 6zelliklere sahip oldugu anlagilmis ve isimlendirmede B.

bovis’in kullanimmin daha uygun olacagi kabul edilmistir (1, 2). M’Fadyean ve
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Stockman 1911°de Ingiltere’de yine sigirlarda genellikle eritrositin periferinde yer alan
etkenler tespit etmisler ve bunlart once Piroplasma divergens daha sonra Babesia
divergens olarak isimlendirmislerdir (1, 2). Yine aymi arastiricilar 1911 yilinda B.
bigemina’ya benzer biiyiik bir etkenin bulundugunu bildirmisler, daha sonra Sergent ve
arkadaglar1 1926 yilinda bu etkeni B. major olarak adlandirmislardir (1, 2). Brocklesby
1976 yilinda sigirlarda babesiosis etkenlerinden B. bigemina, B. major, B. bovis ve B.
divergens’in 6nemli oldugunu bildirmistir. Sigirlardaki Babesia tiirlerinin 1960’1
yillarin sonlarinda Hoyte ve 1976 yilinda Brocklesby tarafindan gdzden gecirilmesini
takiben, B. bovis (B. argentina; B. berbara; B. colchica), B. bigemina, B. divergens (B.
caucasica; B. occidentalis; B. karelica) ve B. major’iin sigirlarda babesiosis’e yol agan

baslica tiirler olduklar1 kabul edilmistir (3, 4).

Tiirkiye’de ilk babesiosis olgusu, Nicoll ve Adil Bey tarafindan 1890°da sigirlarda tarif
edilmis, bunu Samuel ve Raif, ibrahim Ekrem, Lestoquard, Géren ve Yetkin, Aysoy un
calismalar1 izlemistir. Takiben 1950-1980 arasinda mikroskobik; 1980°1i yillarin
sonunda mikroskobik bakinin yaninda serolojik; 2000°li yillarin baslarinda ise bunlara

ilave niikleik asit tabanli molekiiler arastirmalar yapilmistir (5).
2.2. BABESIA TURLERININ SINIFLANDIRMADAKI YERI

Babesia tiirlerinin Systema Naturae 2000°e gore sistematikteki yerleri asagidaki gibidir
(6).
Biota (Canlilar)
Domain: Eukaryota Chatton,1925
Kingdom: Protozoa (Goldfuss,1818) R.Owen, 1858
Subkingdom: Bicilialata
Infrakingdom: Alveolata Cavalier-Smith, 1991
Phylum: Myzozoa Cavalier-Smith ve Chao, 2004
Subphylum: Apicomplexa Levine, 1970
Class: Aconoidasida Mehlhorn, Peters ve Haberkorn, 1980
Order: Piroplasmorida Wenyon, 1926
Family: Babesiidae Poche, 1913

Genus: Babesia Starcovici, 1893
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Son yillarda molekiiler olarak Babesia ve Theileria tiirlerinin siniflandirilmasinda 18S
rRNA gen bolgelerine gore filogenetik akrabalik dereceleri esas almarak da

siniflandirmalar yapilmaktadir (7) (Sekil 2.1).

Babesia sp. (Kashi2) (AY726557)
% Babesia sp. (U09834)
%1 Babesia occultans (EU376017)
M- —Babesia sp. (Kashil) (AY726556)
"1 L Babesia orientalis (AY596279)
—— Babesia sp. (sable) (EU376016)
Babesia sp. (Xinjiang-2005) (DQ159073)
Babesia ovis (AY260178)

Babesia bovis (L31922)

Babesia motasi (AY260179)

100 Babesia bigemina (X59605)
99 L Babesia ovata (AY603400)
100 | ————Babesia caballi (Z15104)
; Eﬂab&ri‘ﬂ gibsoni (AB118032)
Babesia divergens (AYT789076)
9 | [ Babesia caniz rossi (DQ111760)
?_Eﬂabmia canis vogeli (AY371198)
100 Babesia canis canis (AY072926)
Babesia microti (U09833)
|| —— Theileria mutans (AF0T8815)
”‘ o —Theileria sp. (sable) (AY748462)
s Theileria separata (AXY260175)
s |— Theileria velifera (AF097993)
5| [Theileria taurotragi (L190%2)
oz |~ Theileria annuiata (M64243)
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2%

Sekil 2.1. Babesia ve Theileria tiirlerinin 18SrRNA gen bolgesine gore filogenetik akrabaliklari (7).

2.3. BABESIA TURLERININ HAYAT SIiKLUSU

Babesia tiirleri, heteroksen gelisme gosteren protozoonlardir. Bu gelisme omurgali
konaklar ile Ixodidae ailesine bagli kenelerde olmak iizere iki sathada gergeklesir.
Babesia tiirlerinin yasam dongiileri genel olarak birbirine benzemektedir. Biitiin

Babesia tiirleri dogal olarak enfekte kenelerin konaklarindan kan emmeleriyle
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nakledilirler. Hayat sikluslarindaki baslica farkliliklar, bazi Babesia tiirlerinde [ger¢ek
(true) (=sensu stricto) Babesia spp.) ve gergek olmayan (=sensu-lato) Babesia (B.

microti-benzeri, 6rn. Theileria annae)] transovaryal naklin varhig ile ilgilidir (8-10).
2.3.1.0murgah Konakta Gelisme

Enfekte kene kan emmek i¢in konagini soktugunda sporozoitler, konaga enjekte olurlar
ve dogrudan eritrositlere girerler. Bu sporozoitler 6n kisimlarinda polar halka,
mikronemler ve roptriden olusan apikal kompleksi ihtiva etmektedirler. Babesia
sporozoitlerinin konak eritrositlerine giris fenomeni, Babesia tiirlerini Theileria
tirlerinden ayirir. Theileria sporozoitleri, baslangigta lenfositlere veya monositlere
girerler ve orada sizogoni gelisimini tamamladiktan sonra merozoit olarak eritrositlere
penectre olurlar (4). Konakta, enfekte eritrositler igerisindeki Babesia sporozoitleri,
piroplazm (trofozoit) haline gelisirler. Trofozoitin olgunlagmasi ile, sitoplazmada
meydana gelen degisimler sonucunda, mikronem, roptri, subpellikiiler mikrotubuller ve
polar halka gibi apikal kompleks’i olusturan yapilar tekrar meydana gelir. Olgunlasan
trofozoit, sizogoniye benzer sekilde ikiye boéliinerek c¢ogalir (11-13). Bu bdliinme
sirasinda parazitin yuvarlak, oval formdan, ameoboid ve armut formlarina kadar degisen
sekilleri goriiliir ki, bunlara piroplasmik formlar da denilmektedir. Trofozoit ikiye veya
dorde boliinerek kiz hiicreleri (merozoitler) meydana getirir. Mackenstedt ve ark. (14)
B. bigemina’da, diploid DNA seviyesine sahip piroplasmlardan farkli olarak "gamont
prekiirsorleri” adi verilen oval sekilli bir merozoit identifiye etmislerdir. Bu gamont
prekursorleri, vektor kene tarafindan alinincaya kadar gelismezler. Diger yandan
enfekte eritrositin pargalanmasi sonucu serbest kalan merozoitler, diger saglam
eritrositlere girerek onlar1 da enfekte ederler. Bu sekilde enfeksiyon ya konagin

6liimiiyle veya konagin diren¢ (immunite) kazanip parazitleri temizlemesiyle sonuglanir

(15, 16).
2.3.2. Vektor Kenede Gelisim

Babesia tiirlerinin enfekte konaktan kan emen vektor kenede ve vertikal (transovarial)
olarak enfekte dogan larvalarda cesitli gelisim evreleri gecer. Vektor kenenin enfekte
konagindan emdigi kanin kenenin orta bagirsagina gecmesiyle degisiklikler baslar.
Enfekte eritrositlerle alinan gamontlardan “strahlenkorper” adi verilen, ¢ikintili formda

1sinsal-cisimciklerinin (ray-bodies) iki populasyonu olusur (17). Daha sonra bunlar
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eritrosit igerisinde ¢ogalmalarini siirdiiriir ve ¢gogalma, bunlar ortaya ¢iktiktan sonra da
devam eder. Cok cekirdekli 1s1nsal cisimciklerin bir araya gelmesiyle biiyiik topluluklar
olusur. Bir kez boliinme oldugunda haploid sayida tek g¢ekirdekli 1sinsal cisimcikler
meydana gelir (14). Daha sonra bu yapilarin bir ¢ifti bir araya gelerek singami (17) yolu
ile kiiresel hiicre olarak da adlandirilan zigotu (13) olustururlar. Olusan zigot, kene
bagirsaginda tercihen sindirim hiicrelerini enfekte eder. Muhtemelen burada ¢ogaldiktan
sonra, vitellojen sentezleyen bazofilik hiicrelere yerlesir. Burada daha fazla boliinmeyle
hareket kabiliyetli ookinetler (vermikiiller, sporokinetler) meydana gelir. Daha sonra
kinetler, buradan kenenin hemolenfine go¢ ederler (18). Babesia bigemina, kene
bagirsagindaki gelisiminin baz1 safhalarinda, haploid sayida zigot olusturmak i¢in tek
basamakli bir mayoz gecirir (14, 19). Kene bagirsak hiicrelerinde, poliploid kinetlerin
sekillenmesiyle sizogoni olusur (14). Bu comak sekilli hareketli kinetler kenenin
hemolenfine gegerek ovaryumlar dahil olmak tizere degisik tipte hiicre ve dokulari
enfekte ederler ki, buralarda sekonder sizogoninin tekrarlayan sikluslari gerceklesir.
Boylece, enfekte kenenin yumurtalariyla larval doneme transovarial nakil gergeklesir.
Bu nakil, tek konutluluk 6zelligine sahip Boophilus gibi vektorler i¢in oldugu kadar,

Babesia i¢in de 6nemli bir hayat siklusu adaptasyonudur.

Transovaryal yolla enfekte dogan larvalarda kinetler, tiikiiriik bezi salgi hiicrelerine
girerler ve cok cekirdekli donemlere transforme olurlar. Sporogoni yolu ile 6nce
sporoblastlar, sonra sporoblastlarin pargalanmasiyla kiiciik, haploid sayida sporozoitler

meydana gelir (14).

Biitiin Babesia tiirlerinde sporozoit gelisimi, her zaman enfekte kene kan emmek igin
omurgali konagina tutundugunda baslar. Babesia bigemina’da, sporozoitlerin gelisimi
enfekte larvanin konagindan kan emmesiyle baglar. Ancak enfektif sporozoitlerin ortaya
cikmasi yaklasik 9 giinti alir. Dolayisiyla enfektif sporozitler, sadece kenenin nimf ve
ergin donemlerinde ortaya ¢ikabilirler (20, 21). Nakil, larva doneminin disinda kalan
nimf donemi ve ergin (erkek ve disi) gelisme donemlerinde gergeklesebilir (22-24). Bu
durum, B. bovis’te farklilik gosterir. Babesia bovis te enfektif sporozoitlerin olusumu,
enfekte dogan larvanin konagindan kan emmeye baslamasimi takiben 2-3 giinde

gerceklesir (25).
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2.4. SIGIRLARDAKI BABESIA TURLERI

Sigirlarda babesiosis’e; B. bigemina, B. bovis, B. divergens, B. major tiirleri sebep
olmaktadir. Bu tiirlere ilaveten B. jakimovi, B. occultans ve B. ovate tiirlerinin de
sigirlarda goriilebildigi bildirilmistir (4).

2.4.1. Babesia bigemina (Smith ve Kilborne, 1893)

Biiyiik Babesia tiirlerinden olup eritrositler igerisinde armut, yuvarlak, oval veya
diizensiz sekilli olup genellikle ¢ift armut formundadir. Yuvarlak formlar1 2-3u ¢apta,
uzamis formlar ise 4-5u uzunlugundadir. Eritrositer formlarda konoid, mikroporlar ve
tipik mitokondri yoktur. Buna karsin, anterior ve posterior polar halka ve tipik iki adet
roptri bulunur (13, 25, 26).

2.4.1.1. Yayihs ve Epidemiyoloji

Babesia bigemina tropik ve subtropik iklim kusaginda bir¢ok iilkede goriilmektedir.
Ozellikle, Afrika, Avustralya, Avrupa, Orta Dogu, Orta ve Giiney Amerika’da yaygin

olarak goriiliir; Amerika Birlesik Devletleri’nde ise eradike edilmistir.

Tiirkiye’de ilk olarak 1890°da Nicole ve Adilbey tarafindan mikroskobik tarifi yapilan
B. bigemina’nin yol a¢tifi sigir babesiosis’i caligmalari; Ibrahim Ekrem (27),
Lestoquard (28), Goren ve Yetkin (29), Aysoy (30), Mimioglu (31), Kurtpinar (32)’1n
arastirmalar1 ile devam etmistir. Mimioglu (31) Karadeniz Bolgesi'nde mikrokosobik
bakisini yaptig1 70 sigirin 5’inde, Goksu (33) Ankara civarinda 996 sigirin 6’sinda ve
takiben Ozcan (34) Ankara Universitesi Veteriner Fakiiltesi kliniklerine getirilen 194
sigirm 2’sinde B. bigemina’yr pozitif bulmuslardir. Diger yandan Erkut (35) Ege
Bolgesi’nde inceledigi 141 sigirin 7’sinde piroplasmosmosis goriildiigiinii; Goksu (36)
Karadeniz Bolgesi'nin bazi illerinde 37’s1 babesiosisden siipheli, 43’1 saglikli toplam
80 s1girin 3’linde, yine ayni arastiricinin Dogu Anadolu sigirlar1 (37) ile Tiirkiye nin
farkli  bolgelerinde sigirlarda  Piroplasmida  enfeksiyonlar1 iizerine yaptigi
arastirmasinda (38) Ege ve Marmara Bolgelerinde B. bigemina’nin bulundugu rapor
edilmistir. Takiben Hoffman ve ark. (39) Tiirkiye’nin Asya boliimiinde sigirlarda
piroplasmosis vakalarinin yaygin oldugunu ve muayenesi yapilan sigirlarin %3,5’inde
hastaligin B. bigemina’dan kaynaklandigini; Mimioglu ve ark. (40) Tirkiye’de B.

bigemina’nin diger Babesia tiirlerine gore daha yaygin oldugunu ileri siirmiistiir.
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Tiirkiye’de sigir ve koyunlarda goriilen anaplosmosis, piroplasmosis ve theileriosis
olgular1 uluslararasi epizootiyoloji biilteninde yer aldiktan sonra mikroskobik olarak B.
bigemina; Istanbul ve ¢evresinde piroplasmozis semptomu gosteren 112 sigirin
13’iinde (41), Elaz1g yoresinde 69 piroplasmosis siipheli sigirin 4’tinde (42),
Ankara’nin Beytepe kdyiinde 185 sigirin 3’iinde (43) goriilmiistiir. Ote yandan B.
bigemina’nin Van Bolgesi sigirlarinda bulundugu (44), Karadeniz Bolgesi'nde 76
sigirin 72’sinde Babesia sp. saptandigi rapor edilmistir (45). Ayn1 donemde Ankara’nin
Cubuk ilgesinde B. bigemina’nin mikroskobik insidensi %18,8 olarak bulunmustur
(46). Diger yandan B. bigemina’nin mikroskobik prevalansi, Malatya ve bazi
Giineydogu Anadolu illerinde %0,5-1 arasinda (47), Samsun yoresi sigirlarinda
%32,21 (48); Kayseri yoresinde %6,8 (49) olarak rapor edilmistir. Takiben Babesia
spp. prevalansi, Konya yoresinde %11,46 (50), Elazig, Malatya ve Tunceli illerinde
%0,6-1,4 arasinda (51), Adana yoresinde ise %31,8 (52) oraninda bildirilmistir. Diger
yandan Konya’da Selcuk Universitesi Veteriner Fakiiltesi kliniklerine getirilen 11

glinliik bir buzagida B. bigemina’dan ileri gelen akut babesiosis olgusu tespit edilmistir
(53).

Tirkiye’de sigirlarda babesiosis’in serolojik teshisi, IFAT ile seroinsidens seklinde ilk
kez Ankara’da yapilmis ve 185 sigirin 9’unda B. bigemina’ya karsi antikor saptanmistir
(54). Takiben bir kisim arastirict (43, 45, 46, 49-51, 55-61) IFAT ile B. bigemina’ya

kars1 antikor arastirmistir.

Sigirlarda babesiosis’in seroinsidensi iizerine yapilan caligmalarda B. bigemina;
Karadeniz Bolgesi'nde 76 sigirin 47’sinde (%61,84) (45), Ankara’nin Cubuk il¢esinde
ise %100 bulunmustur (46). Takiben B. bigemina seropozitifligi; Ankara civarinda %49
(56), %80 (57), %7,3 (60) ve %8,8 (59); Adana yoresinde %55 (62) ve %75 (58);
Elazig’da %31,9, Malatya’da %7,1 ve Tunceli’de %7,3 (51); Konya ydresinde %53,07
(50); Kayseri yoresinde %23,03 (49) ve Antakya yoresinde %0,9 (61) olarak
bildirilmistir. Tirkiye genelinde B. bigemina seropozitifligi, Karadeniz Bolgesi'nde
%61,8, Dogu Anadolu Bolgesi'nde %42,9, Giineydogu Anadolu Boélgesi'nde %48.8,
Akdeniz Bolgesi'nde %50,8, Marmara Bolgesi'nde %48,9 ve Ege Bolgesi'nde %68,5
olarak rapor edilmistir (57). Ote yandan Tiirkiye’de sigir babesiosis’inin mevsimsel

seroinsidensi ve hastalik insidensi, ilk kez Cukurova bolgesinde arastirilmis ve yapilan
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seroepidemiyolojik yoklamayla mevsimsel seroinsidens B. bigemina igin 0,600, hastalik

insidensi ise 0,030 olarak saptanmistir (58).

Son yillarda molekiiler biyolojideki gelismelere paralel olarak, hastalik etkenlerinin
DNA'sin1 ortaya koymaya yonelik molekiiler yontemler (PCR, RLB vb.) ortaya ¢ikmis
ve kullanilmaya baglanmigtir. Giiniimiizde bu yOntemler, hastalik etkenlerinin
teshisinde tercih edilir olmuslardir. Bu gelismelere paralel olarak, revers line bloting
(RLB) teknigi gelistirilmis ve ilk defa ayn1 kenede bulunabilen 4 Borrelia tiiriiniin
ayrilmasi i¢in kullanilmistir (63). Bu test PCR iiriinlerinin bir membranda ayr1 siralara
baglanmis Ozgilin problara hibridizasyonu esasina dayanmaktadir. Teknik, bir¢ok
etkenin ayni1 anda bir¢cok prob ile karsilastirilmasina olanak sagladigindan, oldukca
pratik ve kullaniglidir. Nitekim Gubbels ve ark. (64) bu teknigi sigirlardaki, Schnittger
ve ark. (65) ise koyun ve kegilerdeki Theileria ve Babesia tiirlerinin es zamanl

teshisinde kullanmiglardir.

Tiirkiye'de PCR ile sigirlarda babesiosis’in teshisi ilk defa Tanyiiksel ve ark. (66)
tarafindan yapilmis olup B. bigemina Ankara yoresinde %8,45, Burdur yoresinde %8
ve Kayseri yoresinde %5 olarak bulunmustur. Bunu takiben Tiirkiye’de ilk defa RLB
ile yapilan calismada, Ankara yoresinde B. bigemina pozitifligi %6 olarak
saptanmistir (60). Kayseri yoresinde sigirlarda B. bigemina’nin molekiiler prevalansi
%0,6 (67) ve yine Kayseri’de sigir barinaklarindan toplanan kenelerde Tiirkiye’de ilk
defa RLB ile B. bigemina’nin molekiiler prevalanst %14 olarak tespit edilmistir (68).
Diger yandan Tiirkiye’nin ¢esitli yorelerinden elde edilen B. bigemina izolatlarinin
molekiiler karakterizasyonu yapilmistir (69, 70). Ayrica Kayseri yoresinde sigirlardan
toplanan keneler iizerinde yapilan molekiiler ¢alismalar sonucu Babesia sp. Saptanmis
ve bu sus Babesia sp. (Kayseri 1) olarak Genbanka kayit ettirilmistir (68). Dogu
Karadeniz Bolgesi’nde sigirlar iizerinde yapilan molekiiler ¢calismada B. bigemina

%0,77 oraninda tespit edilmistir (71).
2.4.1.2. Gelisme

Bu etkenin vektorligiinii, Boophilus (Rhipicephalus) annulatus, B. microplus, B.
australis, B. calcaratus, B. decoloratus, Haemaphysalis punctata, Rhipicephalus
appendiculatus, R. evertsi, R. bursa keneleri yapmaktadir (13, 26, 72). Tiirkiye’de B.

annulatus, Hae. punctata ve R. bursa tiirleri bulunmaktadir. Bu tiiriin gelisim safhalari,
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genel kisimda anlatildig1 gibidir. Intrauterin bulasma goriilebilir ancak bu, hastaligin

epidemiyolojisinde 6nemli olacak seviyede degildir.

2.4.1.3. Patogenez ve Klinik Belirtiler

Babesiosis’de klinik belirtiler etkenin vektér kene tarafindan konaklara verilmesini
takiben 9-12 giin icerisinde ortaya ¢ikar. Hasta hayvanlarda klinik belirtiler farklilik
gosterebilmektedir. Bunun sebebi olarak da farkli cografik bolgelerdeki B. bigemina
izolatlarinin patojenitelerindeki farkliliklar gosterilebilir. Yapilan bir calismada;
Avustralya'daki sigirlarda tespit edilen B. bigemina susunun hayvanlarda nadiren
enfeksiyona sebep oldugu, buna karsin Afrika'da tespit edilen susun ise ¢ok daha
patojenik oldugu rapor edilmistir (73). Babesiosis'li hayvanlardaki ilk klinik semptom
eritrositlerdeki yikimlara baglh olarak ortaya gikan ve 41,5-42 °C'ye ulasan yiiksek
atestir. Hayvanlarda anoreksi ve ruminal atoni goriiliir. Tedirginlik, golgelik alanlara
siginmaya ¢aligma ve siirekli yerde yatma istegi hasta hayvanlarda gozle goriilebilen ilk
sliphe uyandirict gozlemlerdir. Hayvanlar bulunduklar1 yerde kendi etraflarinda kavis
cizerler, tliyleri karigsmis ve kabarmis olup nefes aligverislerinde giicliik ve tasikardi
goriiliir. Baslangigta miilkoz membranlar kirmizidir fakat eritrositik yikimi takiben
anemiye bagli miikoz membranlarda soluklasma olusur. Anemi ¢ok hizli bir sekilde
meydana gelir ve yaklasik olarak eritrositlerin %75' birkag¢ giin igerisinde yikimlanir.
Buna bagli olarak da hemoglobiniiri ve hemoglobinemi sekillenir. Hemoglobiniiri,
cogunlukla olmasina kargin bazi olgularda goriilmeyebilir. Hasta hayvanlarda kilo kayb1
ve slit veriminde azalmalar goriiliir. Hemoglobiniiriyi takiben ikterus ortaya ¢ikar. Kan
suludur. Akut olgularda, 4-8 giin iginde 6liim goriiliir. Tedavi edilmeyen hayvanlarda
mortalite, %50-90 arasinda degisir. Kronik durumlarda ise ates ¢ok yiiksek degildir ve
genellikle hemoglobiniiri goriilmez (27, 72, 74-76).

Akut babesiosis’de konagin plazma bilesiminde degisimler olur. Kinin ve aktif
kallikrein diizeyi artar, kininojen seviyesi azalir. Bunlara bagli olarak damarlarda
dilatasyon, kan akisinda yavaslama, kilcal damar duvarlarinda bozulmalar olur ve
damar duvarlarinin gegirgenligi artar. Konglutinin ve fibronektin diizeylerinin azalmasi
sonucu eritrositlerde kiimelenme ve kapiller damarlarda tikanmalar sekillenir.
Fibrinojen ile ilgili tirlinler artar, plazminojen azalir ve buna bagli olarak koagulasyon
bozukluklar1 ve eritrosit birikimi goriilir. Bu tip patogenez, daha c¢ok parazitli

eritrositlerin kiimelenerek damarlart tikadigi B. bovis’de goriiliir (26, 75). Bu kapiller
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blokajin olmadigi B. bigemina ve B. divergens enfeksiyonlarinda ise en Onemli
patolojik etki, eritrosit hasaridir (77). Kinin ve benzeri maddelerin eritrosit yiizeyinin
ozmotik gecirgenligini bozmasiyla eritrositler kolayca lize olur (19). Bunun yaninda
siddetli patogenezis; kismen immunite, 6zellikle gen¢ danalarin direngli olmasinda
etkili olan ve birgok hiicre i¢i patojene karsi koruyucu immunitede rol oynayan
interferon gama (IFN-y), timor nekrozis faktor alfa (TNF-o) ve nitrik oksit (NO)’i

iceren mediatorlerle ilgilidir (78).

Patogenezisin temeli, eritrositlerdeki devamli ve siddetli parazitemi sonucu meydana
gelen anemi ve anemik anoksidir. Anemi rejeneratif tipte olup, kan tablosuna
bakildiginda retikiilositler ve c¢ekirdekli eritrositler goriiliir. Meydana gelen
vazodilatasyon ve azalan kan dolagimi sebebiyle, non-spesifik genel bir yangi tablosu
olusur (75, 77, 79). Azalan kan dolasim hizi sebebiyle, bazi hayati organlarda anoksi
meydana gelir ve parazitin toksik iirlinleri ya da organlardan kaynaklanan metabolik
iriinlerle genel bir organ tahribati olusur. Retikiiloendotelyal sistem hiicrelerinin
ozellikle de histiyositlerin; 0lii, anormal eritrositleri ve ¢oziinmiis fibrini uzaklastirmasi
yaninda enfekte eritrositleri uzaklastirmada da rolii vardir. Histiyositler, dalak ve lenf
nodiillerinin siniisleri ile karacigerin siniizoidlerini doldurarak bu organlarda hipertrofi
ve hiperplazilere yol acarlar. Dalak ve lenf yumrulari, 6dem ve hemoglobinemiye baglh
olarak biiyiimiis ve siyah renklidir. Hemolitik olaylara olduk¢a duyarli olan
bobreklerde, glomeruluslar ve renal tubuller hemoglobin ile doludur. Normal sartlarda
renal tubullerden geri emilebilen hemoglobin, miktarin fazla oldugu durumlarda
emilemeyerek idrara gecer. Bobrekteki hasar, hemolizin siddetine baghdir. Akut
olaylarda, bdbrek biiyiimiis ve siyah renklidir. idrar kesesi, kirmizi renkli idrarla
doludur. Koagulasyon mekanizmasinda meydana gelen bozukluklar da hastaligin

patogenezinde dnemlidir (19, 77).
2.4.2. Babesia bovis (Babes 1888, Starcovici, 1893)

Kiigiik Babesia tiirlerindendir. Eritrositler igerisindeki merozoitler; armut, yuvarlak
veya diizensiz sekillidirler. Vakuollii tasli yiiziikk formlar1 bu tiir de yaygin olarak
gortliir. Babesia bovis merozoitleri, 1,5-2,4 um biiyiikliiginde olup genellikle

eritrositlerin ortasina yerlesirler (13, 25, 26).
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2.4.2.1.Yayilis ve Epidemiyoloji

Amerika Birlesik Devletleri ve Kanada disinda tiim diinyada goriilen bu tiir, Gliney
Avrupa, Orta Dogu ve Rusya’da yaygin olarak goriilmektedir. Giiney Amerika’da B.

bigemina’dan daha biiylik 6nem tasimaktadir.

Tiirkiye’de B. bovis, ilk kez Mimioglu (31) tarafindan Samsun, Ordu, Giresun ve Bolu
vilayetlerinde sigirlarda “Haemataurai vesicalis bovis™ aragtirmasi ile giindeme gelmis;
Goksu (33) Ankara’da inceledigi 996 sigirin 2’sinde, takiben aymi arastiric1 (36) bazi
Karadeniz illerinde mikroskobik bakisi yapilan 80 sigirin 3’tiinde B. bovis’i bulmustur.
Goksu (38) Tirkiye’nin farkli bolgelerinde sigirlarda Piroplasmida enfeksiyonlar
lizerine yaptigi arastirmasinda B. bovis’in Marmara ve Giiney Dogu Anadolu’da
goriildiigiinii; Mimioglu ve ark. (40) B. bovis (Babesia berbera) Karadeniz bdlgesinde
daha fazla bulundugunu ileri siirmiislerdir. Ote yandan mikroskobik bakiyla, Elazig
yoresinde i¢ organlarindan froti yapilan 4 sigirin 1’inde (42) ve Ankara’da 185 sigirin
1’inde (56) B. bovis saptanmistir. Babesia bovis’in mikroskobik pozitifligi; Marmara
bolgesinde %34,8 (41), Malatya ve bazi Giineydogu Anadolu illerinde %0,5-1,5
arasinda (47); Samsun yoresinde %29,53 (48), Kayseri yoresinde %1,04 (49) bulunmus
ve mikroskobik insidensi Ankara’nin Cubuk ilgesinde %9 olarak saptanmistir (80).

Babesia bovis seroinsidensi; IFAT ile Ankara’nin Beytepe kdyiinde 185 sigirin 18’inde
(43, 54), Ankara yoresinde 46 sigirin 22’sinde (55), Karadeniz bolgesinde 76 sigirin
34’linde (%44,73) (45), Ankara’nin Cubuk il¢esinde %59 (80) bulunmustur. Cukurova
bolgesinde sigir babesiosis’inin mevsimsel seroinsidensi B. bovis igin 0,292 ve hastalik
insidensi ise 0,030 olarak saptanmistir (58). Babesia bovis seropozitifligi; Tiirkiye
genelinde ELISA ile %51,2 (81); IFAT ile Ankara civarinda %10,4 (56), %41,6 (57),
%1,3 (60) ve %2,4 (59); Elazig’da %1,4 ve Tunceli’de %0,6 (51); Kayseri yoresinde
%1,04 (49); Dogu Anadolu’da %5,6, Glineydogu Anadolu’da %6,4, Akdeniz’de %31,6,
Ege’de %51,4 ve Marmara’da %41,8 (57) olarak saptanmistir.

Diger yandan Tiirkiye'de B. bovis’in molekiiler prevalansi; PCR ile Ankara yoresinde
%12,68, Burdur yoresinde %8 ve Samsun yoresinde %3,85 (66); RLB ile Ankara
yoresinde %2,3 (60), Trakya bolgesinde %1,3 (82) olarak saptanmistir. Diger yandan
Tirkiye’nin ¢esitli yorelerinden elde edilen B. bovis izolatlarinin molekiiler

karakterizasyonu yapilmistir (69, 70, 83, 84). Karadeniz bélgesinde B. bovis’in



22

molekiiler prevalans;; RLB testi ile %1,8, B. bigemina prevalansi %2,2 olarak
bildirilmistir (83). Ege bolgesinde ise B. bovis prevalansi %1,02 olarak tespit edilmistir
(83,84).

2.4.2.2. Gelisme

Bu etkenin vektorliigiinii, Boophilus calcaratus, B. microplus, B. australis,
Rhipicephalus bursa ve Ixodes persulcatus keneleri yapmaktadir (13, 25, 26).
Tirkiye’de R. bursa tiirti bulunmaktadir. Gelisim safhalar1 genel kisimda anlatildig:
gibidir.

2.4.2.3. Patogenez ve Klinik Belirtiler

Babesia bigemina ile benzerdir. Inkiibasyon periyodu 2-10 giindiir. Yiiksek ates 2-3 giin
stirer. Babesia bigemina’ya gore daha patojen bir tiirdiir. Anemi, ikterus ve ishal
gortiliir. Babesia bigemina'dan farkli olarak hemoglobiniiri ve hemoglobinemi olusabilir
fakat her zaman goriilmeyebilir. Koagulasyon mekanizmasindaki bozukluklara bagli
klinik belirtiler, B. bigemina’dan daha siddetlidir. Ozellikle kapillar damarlarda goriilen
stazis ve tikanmalar daha yaygindir. Bu lezyonlar, 6zellikle beyin kapillarlarinda yaygin
olarak goriiliir. Hastaligin akut formunda, hipertansif sok tablosu goriiliir. Oliim B.
bigemina’ya gore daha yaygindir. Babesia bigemina ile enfekte hayvanlarda 6liim
genellikle hemotokrit deger %10'nun altina distiiginde goriiliirken, B. bovis ile enfekte

hayvanlarda bu oran %12 veya daha yiiksek iken 6liimler goriiliir (23, 73).

2.4.2.4. Zoonotik Onemi

Splenektomili insanlarda, bu tiire bagl babesiosis vakalari rapor edilmistir (26, 85).
2.4.3. Babesia divergens (M’Fadyean and Stockman, 1911)

Kiigiik Babesia tiirlerindendir (0,4-1,5um). Merozoitleri, genelde ¢ift halde bulunurlar,
aralarindaki ag1 genistir ve genellikle eritrositlerin periferine yerlesirler. Ayrica tombul,
armut seklinde ve yuvarlak formlar da goriilebilir. Merozoitlerde, konoid, mikroporlar,
tipik golgi aygit1 ve mitokondri yoktur. Mitokondri benzeri vezikiiller ve 3 veya daha

fazla roptri vardir (13, 25, 26).
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2.4.3.1. Yayilis ve Epidemiyoloji

Avrupa ve Rusya’da sik goriiliir. Ozellikle Avrupa’min Kuzey’inde daha yaygindir.
Ancak Tunus gibi Akdeniz iilkelerinde de bildirilmistir.

Tirkiye’de B. divergens bugiine kadar mikroskobik olarak bildirilmemistir. Bu tiirle
ilgili serolojik ¢aligmalar da siirlidir. Ankara yoresinde (55) ve Ankara’nin Beytepe
koyilinde (43, 54) IFAT ile yapilan seroinsidens calismalarinda ve Antakya yoresinde
(61) IFAT ile yapilan seroprevalans yoklamasinda B. divergens’e karsi antikor
saptanamamustir. Buna karsilik IFAT ile Karadeniz Bolgesi’nde yapilan seroinsidens
calismasinda 76 sigirin 57’sinde B. divergens’e karsi antikor olustugu saptanmistir
(45). Diger yandan B. divergens seropozitifligi; Dogu Anadolu’da %3,7, Akdeniz’de
%7,2, Ege’de %18,5, Marmara’da %2 ve Karadeniz’de %75 (57); Elazig’da %3,5,
Malatya’da %0,6 ve Tunceli’de %1,2 (51) ve Kayseri yoresinde %2,09 (49) olarak
bildirmistir. Cukurova’da sigir babesiosis’inin mevsimsel seroinsidensi B. divergens

i¢in 0,121; hastalik insidensi ise 0,030 olarak saptanmuistir (58).

Tiirkiye'de B. divergens’in molekiiler prevalansi; PCR ile Samsun yoresinde %3,37
(66); Ankara yoresinde RLB ile %1,1 olarak saptanmistir (59).

2.4.3.2. Gelisme

Bu etkenin vektorliigiinii, Ixodes ricinus yapmaktadir (13, 25, 26). Tirkiye’de I. ricinus

tiirii bulunmaktadir. Gelisim sathalar1 genel kisimda anlatildig: gibidir.

2.4.3.3. Zoonotik Onemi

Insanlarda 6zellikle de splenektomili kisilerde hastaliga sebep olmaktadir (77, 86, 87).
2.4.4. Babesia major (Sergent, Donatien, Parroti Lestoquard and Plantureux, 1926)

Biiyiik Babesia tiirlerindendir. Merozoitler, eritrositlerin merkezinde yer alir. Cift armut
seklindeki formlar 1,5x2,6 um, yuvarlak formlar ise 1,8 um ¢apinda olup aralarindaki

ac1 dardir (13, 25, 26, 72).
2.4.4.1. Yayihs ve Epidemiyoloji
Avrupa’da, Kuzey Afrika’da ve Rusya’da goriilmektedir.

Babesia major’un Tiirkiye’nin Marmara boélgesinde varligi iddia edilmis (88) fakat

bugiine kadar mikroskobik ve serolojik olarak pozitiflik bildirilmemistir. Ayrica, son
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yillarda RLB ile yapilan aragtirmalarda B. major’iin molekiiler pozitifligi Ankara

yoresinde %0,2 olarak saptanmistir (59).
2.4.4.2. Gelisme

Bu etkenin vektorliigiinii, Boophilus calcaratus, Haemaphysalis punctata keneleri
yapmaktadir (13, 25, 26). Tiirkiye’de Hae. punctata bulunmaktadir. Gelisim safhalari
genel kisimda anlatildig: gibidir.

2.4.4.3. Patogenez ve Klinik Belirtiler
Patojenitesi diisiik olup, Klinik belirtiler B. bigemina’ya benzer.
2.4.5. Babesia jakimovi

Bu tiir biiyiikk Babesia etkenlerinden olup 6zellikle Sibirya'da sigirlarda goriillmekte,
bunun yaninda karacalarda ve ren geyiklerinde de hastaliga sebep olmaktadir.
Transovaryal olarak Ixodes ricinus kenesi tarafindan nakledilmektedir. Ayrica mekanik
olarak at sinekleri tarafindan da nakledildigi bildirilmistir. Klinik belirtiler Babesia
bigemina'ya benzemektedir (8).

2.4.6. Babesia occultans

Bu tiir 6zellikle Giiney Afrika'daki sigirlarda goriilmekte olup B. bigemina'dan biraz

kiiciik bir tiirdiir. Hyalomma marginatum rufipes vektorliigiinii yapmaktadir (2, 19).
2.4.7. Babesia ovate

Bu tiir de biiyiik Babesia etkenlerinden olup 6zellikle Japonya'daki sigirlarda tespit
edilmigtir. Babesia bigemina'ya benzemektedir. Vektorliigiiniic Haemaphysalis

longicornis yapmaktadir (89).
2.5. BABESIOSIS'TE TESHIS

Biitiin hayvan tiirlerinde akut babesiosis’te yiiksek ates (40- 41,5°C), anemi, ikterus ve
hemoglobuniiri gibi klinik belirtiler goriilir. Bunun yaninda kirginlik, depresyon ve
zayiflik gibi genel semptomlar da goriilebilir. Insanlarda ise semptomlar, malarya’ya
benzemekle beraber aniden ortaya c¢ikar ve intravaskiiler hemoliz, hemoglobuniiri,
sarilik, kaslarda agri, titreme, solunum gii¢liigii ve siirekli atesle seyreder (90, 91).
Teshiste; mevsim, kene enfestasyonu, unstabil bolge gibi epidemiyolojik veriler

stipheleri artirabilir. Ancak hastaligin teshisi perifer kandan yapilmis ve Giemsa ile
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boyanmis preparatlarin mikroskobik incelenmesinde eritrositler igerisinde parazitin
goriilmesiyle olur. Hastaliga hangi tiiriin yol agtigini belirlemek igin ise, parazite karsi
olusan spesifik antikorlarin serolojik yontemlerle (IFAT, ELISA vb.) saptanmasi veya
parazit DNA’sinin molekiiler yontemlerle (PCR, RLB, Nested-PCR vb.) tespit edilmesi
gerekir (77, 92). Bu testler i¢in konusunda uzman kisilere ihtiya¢ duyulmasi, uzun
zaman almasi, laboratuar malzemelerine ihtiya¢ duyulmasi ve saha sartlarinda
uygulanamamasi gibi dezavantajlar oldugundan son zamanlarda Japonya’da
immunochromatographic test (ICT) adi verilen hizli ve basit bir strip serodiagnostik test
gelistirilmistir. Uzman olmayan kisilerin dahi kolaylikla kullanabilecegi bu test
nitroseliiloz membran tabanli olup, membran iizerine B. bovis (rap-1), B. bigemina (rap-
1), T. equi (EMA-2t) ve B. caballi (Bc48)’ye ait rekombinant proteinler emdirilmis ve
bu membran iizerine siipheli hayvana ait bir damla kan (antikor) damlatilarak kolaylikla

teshis yapilabilmektedir (93).
2.5.1. Mikroskobik Muayene

Bu yontem, teknigine uygun olarak hasta hayvanlardan alinmis kan 6rneklerinden ince
yayma veya kalin yayma preparatlar hazirlanmasi suretiyle ince yayma frotiler metil
alkolde 5 dakika, kaln yayma frotiler ise 100 °C'de 15 dakika tutularak tespit edildikten
sonra Giemsa ile boyanarak mikroskop altinda incelenmesi ve etkenlerin goriilmesiyle
yapilmaktadir. Yontem kolaylikla uygulanabilmekte olup deneyimli personel
gerektirmektedir (26, 76, 94, 95). Mikroskobik muayene igin alinan kanin vena
jugularis yerine, kapillar damarlarin gectigi kuyruk ucu veya kulak ucundan alinmasi
tercih edilmelidir. Ciinkii Babesia etkenlerini igeren eritrositler kapillar damarlarda
birikme egilimindedirler. Oliim sonrasi yapilan muayenelerde de kandan veya dalak,
karaciger, kemik 1iligi gibi organlardan hazirlanan siirme preparatlarla da teshis

yapilabilmektedir (26, 76, 94, 95).

Mikroskobik muayene, ince yayma froti veya kalin yayma froti yontemleriyle
yapilmaktadir. Paraziteminin ¢ok yogun oldugu durumlarda etkenlerin morfolojilerinin
daha saglikli teshis edilebilmesi amaciyla ince yayma froti yontemi kullanilmaktadir.
Bunun i¢in ¢ok az miktarda kan temiz bir lam iizerine damlatilarak froti hazirlanir.
Kalin yayma froti yontemi ise paraziteminin diisiik oldugu durumlarda tercih

edilmektedir. Kalin damla kan preparatlariyla daha fazla hacimde kan incelenir (26, 76,
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94, 95). Her iki yontemle yapilan frotilerde de lam ve lamellerin temiz olmasina,
boyama solusyonun dikkatli hazirlanmasina 6zen gosterilmelidir. Ciinkii deneyimli
olmayan personel tarafindan yapilan incelemelerde toz partikiilleri ile etkenler bazen
karistirilabilmektedir. inceleme esnasinda tiim saha dikkatle incelenmelidir. Asgari 200
mikroskop sahasinin incelenmesi esasina dayanan bu durum c¢ok sayida inceleme
yapilmasini gerektiren durumlarda oldukca zaman almaktadir. Her iki yontemle de
yapilan mikroskobik incelemelerde etkenlerin goriilmesi enfeksiyonun varliginin
gostergesidir. Fakat baz1 durumlarda (hastaligin ¢cok erken donemi veya kronik dénem)
frotilerde etkenler goriilemeyebilir. Etkenin frotilerde goriilememesi enfeksiyonun
hayvanda kesinlikle olmadigi manasina gelmez (94, 95). Mikroskobik bakida pozitif
bulunan hayvanlarda paraziteminin hesaplanmasinda; en az 50 mikroskop sahasindaki
enfekte olan ve enfekte olmayan eritrositler sayilir. Bulunan rakamlarin ortalamasi 4 ile

carpilarak 200 mikroskop sahasindaki sayilar bulunur. Parazitemi;

Parazitemi (%)=Enfekte eritrosit sayisi/Enfekte olantenfekte olmayan eritrosit sayisi

x100 formiilii ile hesaplanir.

2.5.2. Serolojik Testler

Babesiosis'in tanisinda, ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent Assay), IFAT (Indirect
Fluorescent Antibody Test), SELISA (Slide Enzyme Linked Immunosorbent Assay),
IHAT (Indirect Hemagglutination Test), CFT (Complement Fixation Test), LAT (Latex
Agglutination Test) ve RIA (Radioimmunoassay) gibi serolojik testler kullanilmaktadir
(26, 76, 94, 96). Akut babesiosisli hayvanlarin eritrosit, serum veya dokularindan
hazirlanan antijenlerin kullanildig1 bu testler subklinik seyirli hayvanlarin serumlarinda
antikor aranmasi teknigine dayanmaktadir. Bu testlerle parazit antijenlerine kars1 antikor
aranmasinin yaninda parazit antikorlarina karsi antijen aranmasi da miimkiindiir.
Serolojik testler, kronik enfeksiyonlarin teshisinde kullanigh degildir. Ciinkii hayvanin
kaninda etken olmasa bile antikorlarin varligi devam etmekte oldugundan serolojik
testlerin yanlis pozitiflikler verdigi ve bazi Babesia tiirleri arasinda c¢apraz

reaksiyonlarin sekillenebildigi bildirilmistir (26, 72, 94, 96).

Babesiosis'in serolojik olarak teshisinde ilk olarak kullanilan test CFT testidir. Fakat bu
testin duyarlilig: disiiktiir (97, 98). Bu teste gore duyarliligi ve giivenilirligi daha fazla

olan IFAT teknigi babesiosis'in teshisinde en sik kullanilan serolojik testlerdendir.



27

Ancak bu testte Babesia tiirleri kendi aralarinda c¢apraz reaksiyonlar verebilmektedir
(99-101). Serolojik yontemlerden ELISA testi de oldukga duyarl ve etkili bir testtir. Bu
test ile bir seferde ¢cok miktarda ornek incelenebilmektedir. Bununla birlikte, testte
antijen kalitesi testin duyarliligini etkilemektedir. Enfekte eritrositlerden hazirlanan
antijenler, konak eritrositleri ile kontamine olduklarindan, anti-eritrositik antikorlar
sebebiyle yanlis sonuglara sebep olmaktadir. Bu sorunun Oniine gecebilmek igin

saflagtirilmis rekombinant antijenler kullanilmaktadir (102-104).
2.5.3. Molekiiler Teknikler

Son yillarda, mikroskobik incelemeler ve serolojik yontemlerden farkli olarak parazite
ait DNA veya RNAmm varligini ortaya koymaya yarayan PCR (Polymerase Chain
Reaction), Multiplex PCR, Nested PCR, Reverse Transcriptase PCR, Real-Time PCR,
RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism) PCR, RLB (Reverse Line Blotting)
gibi molekiiler testler babesiosisin teshisinde siklikla kullanilmaya baslamistir (94, 95,
105, 106).

Elbetteki her tan1 yonteminin kendi icerisinde avantaj ve dezavantajlart bulunmaktadir.
Dogrudan etkeni gormeye yonelik yapilan mikroskobik muayenenin; basit olmasi,
parazitlerin morfolojik olarak ayrimlarimin yapilabilmesi, parazitin direkt arastirilmasi
gibi avantajlarinin yaninda; zaman almasi, zahmetli ve yorucu olmasi, parazit sayisinin
disik oldugu durumlarda yaniltict olabilmesi, parazitlerin morfolojik olarak
aymmlarinda karigikliklarin  olabilmesi ve deneyimli personel gereksinimi gibi
dezavantajlart da mevcuttur (94,95,105). Yine serolojik yontemlerin de avantaj ve
dezavantajlar1 bulunmaktadir. Basit ve hizli olmasi, otomasyona olanak vermesi, ¢ok
sayida Ornegin es zamanl olarak teshis edilebilmesi serolojik testlerin avantajlarindan
olup; disiik 6zgilliik, aktif ile atlatilmis veya latent enfeksiyonlarin ayirt edilememesi,
parazitler arasinda capraz reaksiyonlarin sekillenmesi bu testlerin olumsuz yanlarini
yansitmaktadir (94, 95,105). Bu yontemlere alternatif olarak gelistirilen niikleik asit
tabanl1 molekiiler teknikler ile immun sistemden bagimsiz veya atlatilmig
enfeksiyonlardan etkilenmeksizin konak viicudunda ¢ok az miktarda etken olsa dahi
direkt hastaliga neden olan tiirlerin teshisleri yapilabilmektedir. Bu molekiiler
yontemlerle hastalifa neden olan parazit tiirlerinin es zamanli olarak teshisleri de

yapilabilmektedir. Tabi ki her yontem gibi bu molekiiler yontemlerin de bazi
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dezavantajlart bulunmaktadir. Bu yontemler ekonomik olarak pahali ve ¢ok asamali
yontemler olup, inhibitdrleri nedeniyle yanlis negatiflikler verebilmekte ve

kontaminasyona bagli yanlis pozitiflikler de gosterebilmektedir (94, 95, 105).

Bu molekiiler yontemlerin hemen hepsinde PCR asamasi1 mevcuttur. PCR kullanilmaya
baslandigindan bu yana siirekli gelistirilmekte ve daha duyarli ve giivenilir sonuglar i¢in
cesitli varyasyonlar1 ortaya konulmaktadir. Bu yontem, hedef organizmanin
genomundaki, 6zgiil bir DNA dizilimini, tekrarlayan sekillerde, binlerce kez ¢ogaltarak,
kolaylikla tespit edilebilir hale getirmektedir. PCR''n modifiye edilmesiyle birlikte;
PCR iiriiniiniin daha spesifik primerlerle ikinci kez PCR'mi kapsayan Nested PCR
(107), birden fazla primer ¢ifti kullanilarak tek reaksiyonda bir¢cok hedef bolgenin ayni
anda c¢ogaltilmasin1 saglayan Multiplex PCR (108, 109), kantitatif olarak parazit
DNA'sinin miktarini tespit eden ve dolayisiyla varligini ortaya koyan Real-Time PCR
(110), bir testte es zamanli olarak ¢ok sayida hastalik etkeninin tespit edilmesine olanak
saglayan RLB (67, 111, 112), parazitin RNA'sinin tespitine yonelik yapilan Reverse
Transcriptase PCR (113, 114) testi gibi testler gelistirilmistir. Bu testler babesiosis'in
teshisinde son yillarda Tirkiye'de ve Diinya'da siklikla kullanilmaya baglanmistir.
Tiirkiye'de bu yontemlerle yapilan ¢alismalarda genellikle Babesia tiirlerinin 18S rRNA
gen bolgesinin amplifikasyonu yapilmis ve bunlarin sekans dizilimleri ortaya konmustur
(67, 111, 112). Diinya'da da bu gen bolgesi siklikla kullanilmakta (64, 105, 115-122),
bunun yaninda Ozellikle sigir babesiosis'i iizerine yapilan as1 ¢alismalarinda VMSA
genleri (msa-1, msa-2a;, msa-2a,, msa-2b, msa-2c) ve rap-1 geninin amplifikasyonu
yapilmakta ve bu gen bdlgelerini iceren suslarin sekans dizilimleri ortaya konmaktadir

(123-142).

Real-time PCR, PCR ¢ogaltimini goriiniir hale getiren ve monitorize edebilen floresan
isaretli prob ve boyalarin kullanildig, floresanin olusan DNA ile dogru orantili olarak
arttigl bir cogaltma yontemidir. Birgok isimlendirilme yapilan bu teknoloji yabanci
yayinlarda “kinetik PCR”, “homojen PCR”, “kantitatif Real-time PCR” gibi ¢esitli
adlarla da isimlendirilmektedir (143).

Biyolojik 6rneklerden elde edilen DNA’nin kopya sayisini sayisal degerlere doniistiirme
ve mRNA’nin diizeyini sayisal olarak belirleyebilme en ¢ok kullanilan alanlarmi
olusturmaktadir. Bu amaglarla kullaniminin yani sira tek nokta mutasyonlarini,

patojenleri ve DNA hasarin1 belirleme, metilasyon tespiti, SNP (single nucleotide
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polymorphisms) analizi, kromozom bozukluklarinin tespiti gibi c¢alismalarda da
kullanim alanlart mevcuttur (144).

Spesifik olmayan ¢ift zincirli DNA’nin ¢ogaltiminda SYBR Green [ ve Etidyum
Bromid yontemi, DNA parcasinin ¢ogaltilmak istenilen bolgesi 6zel bir bolge ise bu
bolgenin saptanmasinda floresan isaretli problar kullanilir. Bu tekniklerin basinda
TagMan prob, molecular beacon, FRET (fluorescence resonance energy transfer),
hibridizasyon prob ve Scorpion primer gibi floresan isaretli problar kullanilarak
yapilanlardir (144). Son yillarda Real Time PCR tekniginin sigirlarda babesiaosis’in
arastirilmasinda da kullanilmaya basladig1 goriilmektedir (92, 144, 145).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Hayvan Materyali (Sigirlar) ve Kan Ornekleri

Bu caligmanin materyalini, 2007-2009 yillar arasinda Tiirkiye’nin farkli illerindeki
sigirlardan toplanmis ve Erciyes Universitesi Veteriner Fakiiltesi Parazitoloji Anabilim
Dali Cryobankinda muhafaza edilen 400 adet EDTA'ln (di-sodium ethylenediamine
tetra-acetate) kan o6rnegi olusturmustur. Arastirmaya dahil edilen 6rneklerin il ve yila

gore dagilimi Tablo 3.1°de verilmistir.

Tablo 3.1. Kan 6rneklerinin alindigr iller ve 6rneklerin dagilimi

iller YIL
2007 2008 2009 TOPLAM

Amasya - 15 2 17
Sakarya - 1 - 1
Karabiik 19 44 - 63
Artvin - - 1 1
Ordu - 7 - 7
Corum - 21 - 21
Trabzon - 24 - 24
Giresun - 34 1 35
Bartin - 20 1 21
Istanbul 5 30 - 35
Afyon - - 3 3
Bolu - 17 1 18
Tokat - 17 - 17
Hatay - - 12 12
Erzurum - - 13 13
Antalya - - 30 30
Adana - - 21 21
Kahramanmaras - - 10 10
Zonguldak - - 9 9
Burdur - - 22 22
Kayseri 10 - - 10
Kastamonu 1 - 2 3
Samsun 2 1 1 4
Bursa 2 - - 2
Aydin - 1 - 1
TOPLAM 39 232 129 400

3.2. LABORATUAR CALISMALARI
3.2.1. DNA Ekstraksiyonu

Sigir kanlarindan DNA ekstraksiyonu, Erciyes Universitesi Veteriner Fakiiltesi

Parazitoloji Anabilim Dali Laboratuari'nda bulunan ekstraksiyon iinitesinde yapilmistir.
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Analize tabi tutulana kadar -20°C'de muhafaza edilen EDTA’li kan &rnekleri
ekstraksiyon Oncesinde oda isisinda ¢oziinmeye birakilmistir. Coziinen Srneklerden
DNA ekstraksiyonu, tam otomatik DNA/RNA ekstraksiyon cihazinda (Bioneer
Exiprep™ 16) yapilmustir. Final eliisyon 501 olacak sekilde ayarlanmis ve elde edilen
DNA miktarlar1 Nanodrop spektrofotometre (ACT Gene ASP-3700) kullanilarak
dlciilmiistiir. Genomik DNA ekstraktlari kullanilana dek -20 °C’de muhafaza edilmistir.

3.2.2. Polymerase Chain Reaction (PCR) ve Jel Elektroforez

Reverse Line Blotting testinin yapilabilmesi i¢in gerekli amplikonlarin elde edilmesi
amactyla PCR iglemi yapilmistir. PCR reaksiyonunda primer olarak Theileria ve
Babesia soylarindaki parazitlerin 18S rRNA (ribosomal RNA) geninin degisken V4
bolgesinden, biiyiikligi yaklasik 390 ile 430 bp (base pairs= baz ¢ifti) arasinda degisen
bir bolgeyi amplifiye eden genel primerler (Tablo 3.2) kullanilmistir (115).

Tablo 3.2. RLB testi amaciyla yapilan PCR'da kullanilan primerler

Primer Ad1 Primer Dizilimi (5'---3") TM* (°C)
RLB-F2 GACACAGGGAGGTAGTGACAAG 56,9
RLB-R2 biotin-CTAAGAATTTCACCTCTGACAGT 52,2

*TM: Melting Temperature

PCR testinin ¢aligip ¢alismadiginin ve herhangi bir kontaminasyonun olup olmadiginin
tespit edilmesi amaciyla; pozitif kontrol olarak laboratuarimizda mevcut olan Babesia
ve Theileria izolatlari, negatif kontrol olarak ise sterilize edilmis deiyonize su

kullanilmistir.

PCR reaksiyonu igin karigim hazirlanirken Georges ve ark. (115) ve Gubbels ve ark.
(64) tarafindan bildirilen protokol modifiye edilmis ve uygun bir optimizasyon
saglanmistir (Tablo 3.3).
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Tablo 3. 3. PCR reaksiyon karigiminda kullanilan malzemeler ve miktarlari

Malzemeler Miktarlar: (ul)
10XTaq buffer (with (NH4),SOy4, 1,25 ml) 5
MgCl; (25 mM) 4

dNTP Mix (10 mM each) 1
RLB-F2 primeri (100 pmol/ pl) 0,7
RLB-R2 primeri (100 pmol/ pul) 0,7

Taq DNA Polymerase (recombinant, 5 u/ ul, 500 u) 1
Deiyonize su 32,6
Genomik DNA 5
TOPLAM HACIM 50

Laminar kabin igerisinde steril sartlarda hazirlanan PCR reaksiyon karisimi 0,5 ml'lik

DNA'se ve RNA'se free ependorf tiipleri igerisine konulmustur. Tiipler thermal cycler

cthazina (Thermo Hybaid) yerlestirilerek amplifikasyona tabi

Amplifikasyon i¢in gerekli PCR sartlar1 Tablo 3. 4'de verilmistir.

Tablo 3. 4. PCR amplifikasyonu igin thermal profil

Siklus Sayist Is1 Siire
1 siklus 94°C 3 dakika
94°C 20 saniye
2 siklus 67°C 30 saniye
72°C 30 saniye
94°C 20 saniye
2 siklus 65°C 30 saniye
72°C 30 saniye
94°C 20 saniye
2 siklus 63°C 30 saniye
72°C 30 saniye
94°C 20 saniye
2 siklus 61°C 30 saniye
72°C 30 saniye
94°C 20 saniye
2 siklus 59°C 30 saniye
72°C 30 saniye
94°C 20 saniye
40 siklus 57°C 30 saniye
72°C 30 saniye
1 siklus 72°C 10 dakika

tutulmustur.
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PCR ile amplifikasyon sonucu elde edilen amplikonlarin goriintiilenmesi amaciyla
%1,5'lik agaroz jel hazirlanmigtir. Elden edilen PCR firiinlerinin her birinden 10 pl
almip 90 V'da 50 dk, jel elektroforeze tabii tutulmustur. Sonuglar jel dokiimentasyon
sistemi (Gen Genuis) ile UV 1sin altinda goriintiilenmistir. PCR iiriinlerinden arta kalan
40 ul'lik amplikonlar ise RLB hibridizasyonunda kullanilmak amaciyla +4 °C'de

muhafaza edilmistir.
3.2.3. Reverse Line Blotting (RLB)

RLB'de kullanilacak problar, negatif yiiklii olan Biodyne C membrana (Pall Biosupport
group, Ann Arbor, MI) kovalent olarak baglanabilmeleri i¢in, 5’- uglarinda amino grubu
(N-terminal N-trifluoracetamidohexyl-cyanoethyl, N, N-diisopropyl phosphoramitide
(TFA)-Cg aminolinker) igerecek sekilde Genset (Fransa), Isogen (Hollanda) ve MWG
(Almanya) firmalarina sentezlettirilmistir. Problarin sekans dizilimleri Tablo 3.5’de

verilmistir (64, 65, 115).

Tablo 3.5. RLB Problarinin Sekans Dizilimleri

Hedef tiirler Konsantrasyon | p o izilimi (5'---3"

(pmol)
Piroplasm Tiirleri (Catch All) 100 TAATGGTTAATAGGARCRGTTG
Babesia sp. 100 CCT(GT)GGTAATGGTTAATAGGAA
Babesia bovis 100 CAGGTTTCGCCTGTATAATTGAG
Babesia bigemina 100 CGTTTTTTCCCTTTTGTTGG
Babesia divergens 400 GTTAATATTGACTAATGTCGAG
Babesia major 200 TCCGACTTTGGTTGGTGT

T: Thymine; A: Adenine; C: Cytosine; G: Guanine; R: Aveya G; W: Aveya T

RLB i¢in membran hazirlandiktan sonra hibridizasyon asagidaki gibi yapilmistir (115).

1. PCR sonucu elde edilen PCR iiriinlerinden 40 pl alinarak tizeri 2X SSPE/0.1 SDS

karisimi ile 150 pl’ye tamamlandi.

2. Sulandirilan 6rnekler 100 °C'de 10 dakika stre ile denatiire edildi ve denatiire edilen

irlinler tekrar yapismaya maruz kalmamalari i¢in aniden buz {izerinde sogutuldu.
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Membran oda 1sisinda 2X SSPE/0.1 SDS ile sallanan bir platformda 5 dakika inkiibe
edildi.

Membran 6nceden yiiklenen oligoniikleotid siralari ile miniblotterin kanallar1 90°
ac1 yapacak sekilde miniblottera yerlestirildi.

Membranda kalan fazla sivi uzaklastirildi.

Hava kabarcigi olmayacak sekilde, sulandirilmis PCR iiriinleri slotlara dolduruldu.
Diiz bir zeminde 42 °C'de 1 saat hibridize edildi. Bu esnada slotlar arasinda gegis

olmamasina dikkat edildi ve paltformun sallanmamasina 6zen gosterildi.

Inkiibasyon sonunda aspirasyon ile érnekler membrandan uzaklastirildi. Membran

pens yardimiyla alindi.

Miniblotterdan alinan membran, 52°C’de 2X SSPE/0.5 SDS solusyonu ile 2 defa 10
dakika yikandx.

Daha sonra membran 42 °C’de 30 dakika 5 ml peroksidaz ile isaretlenmis
streptavidin  konjugati ile hafif g¢alkalanarak (2X SSPE/%0.5 SDS ile 1:4000

oraninda sulandirildi) inkiibe edildi.
Membran, 42°C’de 2X SSPE/0.5 SDS solusyonu ile 2 defa 10 dakika yikandi.

Bu yikama islemini takiben membran oda 1sisinda 2X SSPE ile 2 defa 4 dakika
yikandu.

Membran daha sonra 4 ml ECL sivisi ile 1 dakika inkiibe edildi.

Inkiibasyondan sonra membranin {izeri asetat ile ortiilerek hava kabarciklar:

uzaklastirildi.

Goriintiileme amaciyla karanlik odada asetatin iizerine ECL filmi koyuldu ve sinyal

yogunluguna gore 1 dakika ile 10 dakika arasinda film asetatin iizerinde tutuldu.

ECL film daha sonra banyo edildi.

Degerlendirmede filmler {izerinde prob ve PCR iiriinlerinin dokiildiigii siralarinin

kesistigi yerlerde meydana gelen siyah lekeler pozitif olarak kabul edildi.
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3.2.4. Nested-PCR

Sigir kanlarindan elde edilen DNA ekstraktlari ilk PCR rekasiyonunda Babesia bovis ve
B. bigemina’nin 18S rRNA gen bolgesinden yaklasik 582bp bolgeyi amplifiye eden
KB-16 ve KB-17 primerleri ile analize tabii tutulmustur. Reaksiyon karisimi 2,5 pl
10XPCR buffer, 1,5 mM MgCl,, 1ul 20 pmol her bir primer, 2 pl 200 mM her bir
dNTP, 1.25U Taq DNA polymerase ve 1 pl template DNA olacak sekilde
hazirlanmigtir. Daha sonra karisim thermalcyclera yerlestirilmis ve initial denaturation:
95°C’de 2 dk; 40 siklus, denaturation: 94°C’de 1dk, annealing: 58°C’de 1dk (gradient
PCR uygulanarak modifiye edilmistir), extension: 72°C’de 1dk; final extension:

72°C’de 7 dk olacak sekilde programlanmustir.

Tablo 3.6. Nested-PCR'da Kullanilan Primerler

Primer Dizilimi (5'---3")
KB-16 CATCAGCTTGACGGTAGGG
1.PCR
KB-17 GTCCTTGGCAAATGCTTTC
B. bigemina
KB-18 GATGTACAACCTCACCAGAGTACC
Nested-PCR
KB-19 CAACAAAATAGAACCAAGGTCCTAC
KB-16 CATCAGCTTGACGGTAGGG
1.PCR
KB-17 GTCCTTGGCAAATGCTTTC
B.bovis
KB-24 GGGGGCGACCTTCAC
Nested-PCR
KB-25 CTCAATTATACAGGCGAAAC

Ilk PCR'dan sonra elde edilen amplikonlardan 0,5ul alinarak B. bigemina icin 18S
rRNA gen bolgesinden 262 bp’lik bolgeyi amplifiye eden KB-18 ve KB-19 primerleri
ile B. bovis i¢in ise 18S rRNA gen bolgesinden 217 bp’lik bolgeyi amplifiye eden KB-
24 ve KB-25 tiir spesifik primerler ile nested PCR analizleri ger¢eklestirilmistir. PCR
protokolleri ilk reaksiyon ile ayni olup B. bovis igin annealing 53°C’de 30s, B. bigemina
i¢in 65°C’de 30s (gradient PCR uygulanarak modifiye edilmistir) olarak uygulanmustir.
Nested-PCR i¢in kullanilan primerler Tablo 3. 6'da verilmistir (146).
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3.2.5. Real Time-PCR

Kan &rneklerinde B. bovis ve B. bigemina tiirlerinin Real Time PCR ile arastirilmasinda
siras1 ile Sybergreen ve TagMan prob bazli QPCR kullanilmistir. Sybergreen tabanl
QPCR’da FastStart Universal SYBR Green Master (Rox) Mix (Roche Diagnostics,
Germany) kullanilarak B. bovis’in Msa2c gen bolgesinden 97-bp bolgeyi amlifiye eden
Msa2c 2F, Msa2c 2R primerleri ile Orneklerin Real Time PCR analizleri
gerceklestirilmistir (145). Pozitif kontrol olarak anabilim dalindaki referans B. bovis
izolat1, negatif kontrol olarak ise steril deiyonize su kullanilmistir. PCR master mix

ireticinin agiklamalarina gore toplam 25 ul hacimde asagidaki konsantrasyonlarda

hazirlanmstir.

FastStart Universal SYBR Green Master Mix 12,5 ul
Msa2c 2F (10 pmol) 1,0 ul
Msa2c 2R (10 pmol) 1,0 ul
Genomik DNA (50 ngr) 1,0 ul
PCR Grade Deiyonize su 9,5l

Real Time PCR analizleri Stratagene Mx 3005P (Stratagene, Agilent Technologies,
USA) cihazinda gergeklestirilmistir. B. bovis i¢in kullanilan termal profil asagida
gosterilmistir (145).

50°C 2dk } 1 siklus [uracil N-deglycosylase digest]
95°C 2dk} 1 siklus

95 °C 30s
60 °C 15s
95 °C 15s
60 °C 1dk 1 siklus [Melting Curve Analizi]

95 °C 15s

TagMan prob bazli QPCR’da Brilliant II QPCR Master Mix (Stratagene, Agilent

} 40 siklus

N o a bk~ DR

Technologies, USA) kullanilarak B. bigemina’nin RAP-1 gen bolgesinden 95-bp
bolgeyi amlifiye eden Rapl F ve Rapl R primerleri ve ayni gen bdlgesinden dizayn
edilen Rapl P probu ile 6rneklerin Real Time PCR analizleri gergeklestirilmistir. Pozitif

kontrol olarak anabilim dalindaki referans B. bigemina izolati, negatif kontrol olarak ise
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steril deiyonize su kullanilmistir. PCR master mix {ireticinin agiklamalarina goére toplam

25 ul hacimde asagidaki konsantrasyonlarda hazirlanmistir.

Brilliant Il QPCR Master Mix

Rapl F (10 pmol)
Rapl R (10 pmol)

Rapl P (10 pmol)

Genomik DNA (50 ngr)

PCR Grade Deiyonize su

B. bigemina igin kullanilan termal profil asagida gosterilmistir (109).

12,5 pl
1,0 pl
1,0 ul
1,0 ul
1,0 pl

8,5 ul

. 50°C 2dk } 1 siklus [uracil N-deglycosylase digest)

1
2. 95°C 10dk} 1 siklus
3. 95°C20s

4. 55°C 1dk |

45 siklus

Real Time PCR analizinde kullanilan Primer, Prob dizileri ile reporter ve quencher

boyalar Tablo 3.7°de gosterilmistir.

Tablo 3.7. Real Time PCR'da Kullanilan Primer ve Problar

Primer/Prob Dizilimi (5'---3") Referans
Orijinal Dizayn
Rapl F TCAGCGACTACGTCCATTTG (AB586126,
AF017298, M85187)
Primer
Orijinal Dizayn
B. bigemina Rapl R AATCAACTTGGCAGGGTCAG (AB586126,
AF017298, M85187)
HEX- Orijinal Dizayn
Prob Rapl P CCGCGTACAAGAGGTGGTACAGGAA- (AB586126,
BHQ1 AF017298, M85187)
Msa2c 2F GGACAAATTAAGCAACCTATACAAA 145
B.bovis Primer
Msa2c 2R AGCTTTCCTTGTTTCGAATTTTATAA 145
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3.3. ISTATISTIKSEL ANALIZ

Sigirda Babesia enfeksiyonlarinin teshisinde kullanilan yontemlerin istatistiksel olarak
sensitivite ve spesifiteleri ilgili referansa gore belirlenmistir (147). Testler arasindaki

uyumun belirlenmesinde Kappa testi kullanilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. RLB SONUCLARI

Reverse line blotting testinde kullanilan amplikonlar1 elde etmek amaciyla yapilan PCR
reaksiyonunda sigir piroplasm etkenlerinin 18S rRNA geninin degisken V4 bolgesinden
blytikligl yaklagik 390 ile 430 bp arasinda degisen bir pargcay1r amplifiye eden genel
primerler kullanilarak pozitif bulunan 6rneklerin %1,5'lik jel agarozdaki goriintiileri

Sekil 4. 1'de verilmistir.
M 1 2 3 4 ~ 6 7 8

Sekil 4. 1 Sigir piroplasm tiirlerinin 18S rRNA gen bolgesinden ~390-430
bp'lik bolgenin amplifikasyonunun jel elektroforezde goriiniimii (Orijinal). M:
Marker (100 bp); 1-6: Pozitif 6rnekler; 7: Pozitif kontrol; 8: Negatif kontrol

RLB testi ile incelenen toplam 400 sigira ait kan numunelerinin sonuglart Tablo 4. 1'de
gosterilmistir. RLB analizi sonucu pozitif belirlenen bazi 6rneklerin hiperfilm
tizerindeki goriintiisii Sekil 4. 2’de verilmistir. RLB sonuglarina gore 400 sigirdan
toplam 18’inin (%4,50) B. bovis, 59’unun (%14,75) B. bigemina, 16’smin (%4,00)
Babesia sp. ve 2’sinin (%0,50) B. bovis ve B. bigemina miks enfekte oldugu

belirlenmistir.
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Sekil 4.2. RLB sonuglarinin goriintiisii (Orijinal). (A) Catch-all, (B) Theileria spp., (C) Babesia spp.,
(D) T. annulata, (E) T. orientalis, (F) B. bovis, (G) B. bigemina, (H) B. divergens, (I) B. major; 1-31:
Pozitif ve negatif 6rnekler, 32: Pozitif kontrol

4.2. NESTED PCR SONUCLARI

Nested PCR testi ile incelenen toplam 400 sigira ait kan numunelerinin sonuglart Tablo
4.1'de gosterilmistir. Nested PCR’in 1. PCR basamaginda Babesia bovis ve B.
bigemina’nin 18S rRNA gen bolgesinden yaklasik 582bp bolgeyi amplifiye eden KB-16
ve KB-17 primerleri ile analiz sonucu pozitif belirlenen izolatlarin jel agarozdaki
goriinimleri Sekil 4.3’de; Nested PCR’in 2. PCR basamaginda B. bigemina icin 18S
rRNA gen bolgesinden 262 bp’lik bolgeyi amplifiye eden KB-18 ve KB-19
primerleriyle ve B. bovis i¢cin ise 18S rRNA gen bdlgesinden 217 bp’lik bolgeyi
amplifiye eden KB-24 ve KB-25 primerler ile analiz sonucu pozitif belirlenen
izolatlarin jel agarozdaki goriintimleri sirasiyla Sekil 4.3 ve Sekil 4.4’de verilmistir.
Nested PCR sonuglarina gore 400 sigirdan toplam 23’tinde (%5,75) B. bovis, 71’inde
(%17,75) B. bigemina ve 7’sinde (%1,75) ise B. bovis + B. bigemina miks enfeksiyon

saptanmistir.

M 1 2 334 & 6 T & '9

Sekil 4. 3. Nested PCR analizinin 1. PCR basamaginda pozitif belirlenen 6rneklerin agaroz jel {izerindeki
gortiniimii. M: Marker (100bp), 1-7: Pozitif 6rnekler, 8: Pozitif kontrol, 9: No DNA
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> 217 bp

Sekil 4. 4. Nested PCR analizinin 2. PCR basamaginda B. bovis pozitif belirlenen 6rneklerin agaroz jel
tizerindeki goriiniimii. M: Marker (100bp), 1-7: Pozitif 6rnekler, 8: Pozitif kontrol, 9: No DNA

»262 bp

Sekil 4. 5. Nested PCR analizinin 2. PCR basamaginda B. bigemina pozitif belirlenen 6rneklerin agaroz
jel tizerindeki goriintimii. M: Marker (100bp), 1-7: Pozitif 6rnekler, 8: Pozitif kontrol, 9: No DNA

4.3. REAL TIME PCR SONUCLARI

Real Time PCR ile incelenen toplam 400 sigira ait kan numunelerinin sonuglari Tablo
4. 1'de gosterilmistir. Sybergreen tabanlit QPCR’da FastStart Universal SYBR Green
Master (Rox) Mix (Roche Diagnostics, Germany) kullanilarak B. bovis’in Msa2c gen
bolgesinden 97-bp bolgeyi amlifiye eden Msa2c 2F, Msa2c¢ 2R primerleri ile 6rneklerin
Real Time PCR analizleri sonucu pozitif saptanan 6rneklerin amplifikasyon ve melting
egrileri Sekil 4.6 ve Sekil 4.7°de gosterilmistir. Pozitif 6rneklerde ortalama ¢oziinme
sicakligr (Tm) 78,1 °C (+0,2 °C) belirlenmistir. TagMan prob tabanli QPCR’da Brilliant
II QPCR Master Mix (Stratagene, Agilent Technologies, USA) kullanilarak B.
bigemina’nin RAP-1 gen bolgesinden 95-bp bolgeyi amlifiye eden Rapl F ve Rapl R
primerleri ve ayni gen bdlgesinden dizayn edilen Rapl P probu ile orneklerin
amplifikasyon egrileri Sekil 4. 8’de verilmistir.

Saptanan Ct (dR) (Esik deger siklusu) degerleri B. bigemina igin Sekil 4. 9, B. bovis i¢in
de Sekil 4.10°da gosterilmistir.

Babesia bigemina’nin Rapl gen bdlgesinden dizayn ettigimiz primer ve problarin
GenBank’a kayith tim B. bigemina Rapl izolatlar1 ile alignmentlar1 Sekil 4.11°da
gosterilmistir. Raplf primerini M85186 izolat1 ile %95, diger tiim izolatlar ile %100;
Raplr primerinin ise AF017284 ve AF017294 izolatlar1 ile %95, diger tiim izolatlar ile
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%100 identik oldugu belirlenmistir. Raplp probu ise tiim izolatlarla %100 identiklik
gostermistir. Yapilan Blastn ve Primer Blast (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed)
analizleri sonucu dizayn edilen primer ve problarin B. bigemina spesifik oldugu teyit
edilmistir. Bunun yaninda laboratuarda mevcut B. bovis, T. orientalis ve T. annulata
referans izolatlar1 ile yapilan Real Time PCR analizinde de séz konusu izolatlar ile

herhangi bir amplifikasyon olmadig1 gorilmistiir (Sekil 4. 8).

AMPLIFICATION PLOTS

§

Fluorescence (dR)

§

S

2 4 L] 8 10 12 14 16 18 20 2 24 % 28 0 32 £ ® 38 40]
Cycles

Sekil 4. 6. Sybergreen Real Time PCR analizleri sonucu B. bovis pozitif saptanan 6rneklerin
amplifikasyon grafikleri. a,b,c,d,e: B. bovis pozitif 6rnekler; f: No DNA, B. bigemina, T. annulata, T.
orientalis

MELT CURVE

Fluoresoence (-R' (T))

56 58 a0 a2 &4 -] 68 70 72 74 7 1’ 80 82 84 88 88 90 «2 34
Temperstre (C) Tmi7g.1

Sekil 4. 7. Sybergreen Real Time PCR analizleri sonucu B. bovis pozitif saptanan 6rneklerin erime
egrileri (melting curve); Tm=78,1
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Fluorescence (dR)
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Sekil 4. 8. TagMan Prob bazli Real Time PCR analizleri sonucu B. bigemina pozitif saptanan drneklerin
amplifikasyon egrileri. a,b,c,d,e: B. bigemina pozitif 6rnekler; f: No DNA, B. bovis, T. annulata, T.
orientalis

Real Time PCR sonuglarina gore 400 sigirdan toplam 23’tinde (%5,75) B. bovis,
75’inde (%18,75) B. bigemina ve 9’unda ise (%2,00) B. bovis + B. bigemina miks

enfeksiyon saptanmustir.

45,00

40,00

35,00

# Ct (dR)

000 <>-ER0-ERI0-4O0 D ROOAR IR RGO S
0 50 100 150 200 250 300 350 400

Sekil 4. 9. Real Time PCR’da B. bigemina pozitif saptanan 6rneklerin Ct (dR) degerlerine gore dagilimi
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Sekil 4. 10. Real Time PCR’da B. bovis pozitif saptanan 6rneklerin Ct (dR) degerlerine gore dagilimi
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Tablo 4. 1. Incelemesi yapilan sigirlarda Nested PCR, RLB ve Real Time PCR yontemlerine gore belirlenen Babesia pozitifliklerinin dagilimi

Nested PCR RLB Real Time PCR

Yerlesim Yeri SSE:; B. bovis | B.bigemina | Bov+Big B. bovis B. bigemina | Babesiasp. | Bov+Big B. bovis B. bigemina | Bov+Big

Sayi| % |Say1| % |Say1| % | Say1| % | Say1 % Sayi| % |Say1| % |Sayi1| % | Say % Say1 | %
Amasya 17 1 |025| 5 1,25 0 |[000| 1 |025]| 4 1,00 1 (025 0 |000| 1 [025]| 6 1,50 0 | 0,00
Sakarya 1 1 /025| O 0,00 0 |[000| O |000| O 0,00 1 (025 0 |000| 1 [025]| O 0,00 0 | 0,00
Karabiik 63 10 | 25 | 30 | 7,50 3 |075| 8 |200| 22 | 550 8 | 200| O |000| 10 | 250 | 32 | 8,00 3 |075
Artvin 1 0 |000]| 1 0,25 0 |[000| O |000| O 0,00 1 (025 0 |000| O [000]| 1 0,25 0 | 0,00
Ordu 7 0 |000]| O 0,00 0 |[000| O |000| O 0,00 0O |[000| O |0O00| O |000| O 0,00 0 | 0,00
Corum 21 0 |000]| 7 1,75 0 |000| O |000| 7 1,75 0O |[000| O |0O00| O |000| 7 1,75 0 | 0,00
Trabzon 24 0 |000]| 9 2,25 0 |000| O |000| 9 2,25 0O |[000| O |0O00| O |000| 9 2,25 0 | 0,00
Giresun 35 0 |000]| 1 0,25 0 |000| O |000]| 1 0,25 0O |[000| O |0O00| O |000| 1 0,25 0 | 0,00
Bartin 21 2 |050| O 0,00 1 [025| 1 |025| O 0,00 1 (025 1 |025| 2 |050| O 0,00 1 | 025
Istanbul 35 4 1100 1 0,25 0 |000| 4 |100]| 1 0,25 0O |[000| O |0O00| 4 |100| 1 0,25 1 | 025
Afyon 3 1 (025| 1 0,25 0 |000| 0O |000]| 1 0,25 1 (025 0 |000| 1 [025] 1 0,25 0 | 0,00
Bolu 18 1 (025| 2 0,50 0 |000| 1 |025| 2 0,50 0O |[000| O |O00| 1 |025| 2 0,50 0 | 0,00
Tokat 17 1 (025| 1 0,25 0 |000| 1 |025]| 1 0,25 0O |[000| O |O00| 1 |025| 2 0,50 0 | 0,00
Hatay 12 0 |000]| O 0,00 0 |[000| 0O |000| O 0,00 0O |[000| O |O00| O |000| O 0,00 0 | 0,00
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Erzurum 13 0 |000| 1 0,25 000 0 |000| O 0,00 0 0,00 000 | O | 0,00 1 0,25 0,00
Antalya 30 0 (000| O 0,00 000| O |000| O 0,00 0 0,00 000| O |000| O 0,00 0,00
Adana 21 0 (000| O 0,00 000| O |000| O 0,00 0 0,00 000| O |000| O 0,00 0,00
Kahramanmaras 10 0 (000| O 0,00 000| O |000| O 0,00 0 0,00 000| O |000| O 0,00 0,00
Zonguldak 9 0 |000| 1 0,25 000 0O |000| 1 0,25 0 0,00 000 | 0 | 0,00 1 0,25 0,00
Burdur 22 0 |000| O 0,00 000 0 |000| O 0,00 0 0,00 000| O |000| O 0,00 0,00
Kayseri 10 0 |000| 10 | 2,50 000 O |000| 10 2,50 0 0,00 000| O | 000 | 10 2,50 0,00
Kastamonu 3 1 (025| O 0,00 025 1 |025| O 0,00 1 0,25 0,00 1 025 O 0,00 0,25
Samsun 4 1 (025| O 0,00 050 1 |025| O 0,00 1 0,25 0,25 1 025 O 0,00 0,75
Bursa 2 0 |o00| O 0,00 000 0 |000| O 0,00 0 0,00 000| O |000| O 0,00 0,00
Aydm 1 0 |000| 1 0,25 000 0 |000| O 0,00 1 0,25 000 | O | 0,00 1 0,25 0,00
Toplam 400 23 | 575 | 71 | 17,75 1,75 18 | 450 | 59 | 14,75 | 16 | 4,00 050 | 23 | 575 | 75 | 18,75 2,00
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Rapif

1030 1040 1050 1060 10705 108¢
o0 eages Dames b L en |m e | rages |ases v [aes inila enme ] s mses |aEes o]
AGCGACTACGTCCATTTGCCGCGTACAAGAGGTGGT ACAGG AN el

Rapip .

Primerler wve Prob 1 C

ABBhB6126 644 TACCGTCAGCGACTACGTCCATTTGCCCGCGTACAAGAGGTGGT ACAGGAAGTT CAAGG
AF014486 299 TACCGTCAGCGACTACGTCCATTTGCCCGCGTACAAGAGGTGGT ACAGGAAGTT CAAGG
AF017284 299 TACCGTCAGCGACTACGTCCATTTGCCCGCGTACAAGAGGTGGT ACAGGAAGTT CAAGG
AF017285 299 TACCGTCAGCGACTACGTCCATTTGCCCGCGTACAAGAGGTGGT ACAGGAAGTT CAAGG
AF017286 299 TACCGTCAGCGACTACGTCCATTTGCCCGCGTACAAGAGGTGGT ACAGGAAGTT CAAGG
AF017287 299 TACCGTCAGCGACTACGTCCATTTGCCCGCGTACAAGAGGTGGT ACAGGAAGTT CAAGG
AF017288 299 TACCGTCAGCGACTACGTCCATTTGCCCGCGTACAAGAGGTGGT ACAGGAAGTTCAAGG
AF017289 299 TACCGTCAGCGACTACGTCCATTTGCCCGCGTACAAGAGGTGGT ACAGGAAGTTCAAGG
AF017290 299 TACCGTCAGCGACTACGTCCATTTGCCCGCGTACAAGAGGTGGT ACAGGAAGTT CAAGG
AF017291 2909 TACCGTCAGCGACTACGTCCATTTGCCCGCGTACAAGAGGTGGT ACAGGAAGTTCAAGG
AF017292 299 TACCGTCAGCGACTACGTCCATTTGCCCGCGTACAAGAGGTGGT ACAGGAAGTT CAAGG
AF017293 299 TACCGTCAGCGACTACGTCCATTTGCCCGCGTACAAGAGGTGGT ACAGGAAGTT CAAGG
AF017294 299 TACCGTCAGCGACTACGTCCATTTGCCCGCGTACAAGAGGTGGT ACAGGAAGTT CAAGG
AF017295 299 TACCGTCAGCGACTACGTCCATTTGCCCGCGTACAAGAGGTGGT ACAGGAAGTT CAAGG
AF017296 299 TACCGTCAGCGACTACGTCCATTTGCCCGCGTACAAGAGGTGGT ACAGGAAGTTCAAGG
AF017297 299 TACCGTCAGCGACTACGTCCATTTGCCCGCGTACAAGAGGTGGT ACAGGAAGTTCAAGG
AF017298 299 TACCGTCAGCGACTACGTCCATTTGCCCGCGTACAAGAGGTGGT ACAGGAAGTT CAAGG
M60878 IRIENNT T ACCGTCAGCGACT ACGTCCATTTGCCCGCGTACAAGAGGTGGT ACAGGAAGTTCAAGE
MB85184 INIEST T ACCGTCAGCGACT ACGTCCATTTGCCCGCGTACAAGAGGTGGT ACAGGAAGTTCAAGG
MB5185 INESET T ACCGTCAGCGACTACGTCCATTTGCCCGCGTACRAAGAGGTGGT ACAGGAAGTTCAAGG,
MB5186 1021 TBCCGTCEGCGHCTBCGTCCBTTTGCCCGCGTBCBBGBGGTGGTRCBGGBBGTTCBBGG
M85187 IS T ACCGTCAGCGACT ACGTCCATTTGCCCGCGTACAAGAGGTGGT ACAGGAAGTTCAAGE
: Rapir :

Primerler ve Prob TGACCCTGCCAAGTTGATT

ABSB61Z6 AGTTCATTGTGAACTTCTTTACTGACCCTGCCAAGTTGATTATGAAGCACGT CTCTCAGC
AF014486 AGTTCATTGTGAACTTCTTT ACTGACCCTGCCAAGTTGATTATGAAGCACGT CTCTCAGC
AF017284 ‘GTTCBTTGTGBECTTCTTTBCTGBCCCTGCCBEGTTGBTTBTGBBGCRCGTCTCTCBGC
AF017285 AGTTCATTGTGAACTTCTTT ACTGACCCTGCCAAGTTGATTATGAAGCACGT CTCTCAGC
AF017286 AGTTCATTGTGAACTTCTTTACTGACCCTGCCAAGTTGATTATGAAGCACGT CTCTCAGC
AF017287 AGTTCATTGTGAACTTCTTT ACTGACCCTGCCAAGTTGATTATGAAGCACGT CTCTCAGC
AF017288 AGTTCATTGTGAACTTCTTTACTGACCCTGCCAAGTTGATTAT GAAGCACGT CTCTCAGC
AF017289 AGTTCATTGTGAACTTCTTT ACTGACCCTGCCAAGTTGATTATGAAGCACGT CTCTCAGC
AF01729%0 AGTTCATTGTGAACTTCTTT ACTGACCCTGCCAAGTTGATTATGAAGCACGT CTCTCAGC
AF017291 AGTTCATTGTGAACTTCTTTACTGACCCTGCCAAGTTGATTAT GAAGCACGT CTCTCAGC
AF017292 AGTTCATTGTGAACTTCTTT ACTGACCCTGCCAAGTTGATTAT GAAGCACGT CTCTCAGC
AF017293 AGTTCATTGTGAACTTCTTT ACTGACCCTGCCAAGTTGATTATGAAGCACGT CTCTCAGC
AF017294 -GTTCBTTGTGBBCTTCTTTRCTGECCCTGCCBAGTTGATTHTGBBGCRCGTCTCTCAGC
AF017295 AGTTCATTGTGAACTTCTTT ACTGACCCTGCCAAGTTGATTAT GAAGCACGT CTCTCAGC
AF017296 AGTTCATTGTGAACTTCTTTACTGACCCTGCCAAGTTGATTAT GAAGCACGT CTCTCAGC
AFO017297 AGTTCATTGTGAACTTCTTT ACTGACCCTGCCAAGTTGATTAT GAAGCACGT CTCTCAGC
AF017298 AGTTCATTGTGAACTTCTTTACTGACCCTGCCAAGTTGATTATGAAGCACGT CTCTCAGC
M60878 'ﬁTTCRTTGTGBBCTTCTTTBCTGRCCCTGCCBBGTTGBTTBTGBBGCBCGTCTCTCBGC

M85184 AGTTCATTGTGAACTTCTTTACTGACCCTGCCAAGTTGATTATGAAGCACGTCTCTCAGC
M85185 AGTTCATTGTGAACTTCTTTACTGACCCTGCCAAGTTGATTATGAAGCACGTCTCTCAGC]
M85186 AR TCATTGTGAACTTCTTT ACTGACCCTGCCAAGTTGATTATGAAGCACGTCTCTCAGC
M85187 'HTTCBTTGTGBBCTTCTTTBCTGRCCCTGCCBBGTTGBTTBTGBBGCBCGTCTCTCBGC

Sekil 4. 11. B. bigemina’nin Rap1 gen bolgesinden dizayn edilen primerler ve probun, GenBank’a kayitli
diger B. bigemina sekans dizileri ile multible alignmentlari

4.4. ISTATISTIKSEL ANALIZ

Sigirlarda Babesia enfeksiyonlarinin teshisinde RLB, Nested PCR ve Real Time PCR
tekniklerinin etkinlikleri agisindan yapilan istatistiksel analiz Tablo 4. 2°de verilmistir.
Bu degerlendirmede gold test Real Time PCR olarak alinmistir. Nested PCR tekniginin
Real Time PCR teknigi ile kiyaslanmasi sonucu %94,4 sensitivite (% 88,3-97,4; %95
Giiven araligl) ve %100,0 spesifite (% 98,7-100,0; %95 Giiven araligi) gosterdigi
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belirlenmistir. RLB tekniginin Real Time PCR teknigi ile kiyaslanmasi sonucu ise
%88,8 sensitivite (% 81,4-93,5; %95 Giiven araligi) ve %100,0 spesifite (% 98,7-100,0;
%095 Giiven araligi) gosterdigi belirlenmistir. Kappa testi ile Real Time PCR ve Nested
PCR arasinda %96,1 (p<0,05), Real Time PCR ve RLB arasinda %92,1 (p<0,05) ve
Nested PCR ile RLB arasinda ise %95,9 (p<0,05) oraninda uyum saptanmistir. RLB
testinde Babesia sp. olarak belirlenen 16 6rnegin hem Real Time hem de Nested
PCR’da 5’inin B. bigemina, 9’unun B. bovis, 2’sinin ise B. bovis + B.bigemina miks
oldugu ortaya konmustur. Nested PCR’da negatif belirlenen 6 6rnegin Real Time
PCR’da Ct (dR) (Esik deger siklusu) degerlerinin 40°tan biiyiik oldugu goriilmiistiir.

Tablo 4. 2. Babesisosis’in teshisinde kullanilan tekniklerin Gold Teste gore sensitivite ve spesifiteleri

Real Time PCR (Gold Test) Sensitivite Spesifite
+ - Toplam (%95 giiven aralig) (%95 giiven araligi)

+ 95 0 95
o - 121 293 305 0,888 (0,814-0,935) | 1,000 (0,987-1,000)
| Toplam | 107 | 293 400
o + 101 | o 101
o - 6 | 299 305 0,944 (0,883-0,974) | 1,000 (0,987-1,000)
(5]
2 | Toplam | 107 | 299
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TARTISMA VE SONUC

Babesiosis'in teshisinde eskiden beri mikroskobik muayene ve serolojik teshis
yontemleri (IFAT, ELISA vb.) kullanilmigtir. Ancak hizla ilerleyen teknolojiyle birlikte
son yillarda niikleik asit tabanli teshis yontemleri (PCR, RLB, Real-Time PCR vb.)
babesiosis'in teshisinde kullanilmaya baslanmistir. Her tan1 yonteminin kendi igerisinde
avantaj ve dezavantajlar1 bulunmaktadir (77, 92). Babesia tiirlerinin tespit edilmesinde
mikroskobik muayene yetersiz kalabilmektedir. Hastaligi atlatmis hayvanlar
viicutlarinda ¢ok az da olsa etkeni tasiyabilmektedir. Dolayisiyla bu durumdaki
hayvanlarin kanlarindan yapilan frotilerde etkenin saptanmasi ¢ok zor olabilmektedir.
Kanda etken goriilse dahi, bunun hangi tiir oldugunun tespiti de yaniltict durumlar
dogurabilir. Ayrica mikroskobik muayene icin deneyimli personele ihtiyag
bulunmaktadir (95, 148). Babesiosis'in teshisinde siklikla kullanilan ve parazite karsi
olusan antikorlarin tespiti amaciyla kullanilan serolojik yontemlerin de bazi
dezavantajlart bulunmaktadir. S1gir kaninda etken bulunmasa dahi parazite ait antikorlar
varligin1 siirdiirebilmekte, dolayisiyla teshiste yanlis veya cgapraz pozitifliklere sebep
olmaktadir (64, 105).

Son yillarda mikroskobik ve serolojik teshis yontemlerindeki bu sikintilart gidermek
amaciyla, parazitin DNA'si1 veya RNA'si tespit etmeye yonelik molekiiler teshis
yontemleri gelistirilmistir. Molekiiler teshis yontemleriyle birlikte tespit edilen parazit
tirlerinin cesitli gen bdlgelerine gére molekiiler karakterizasyonlar1 yapilmakta ve

Diinya'nin ¢esitli bolgelerindeki ayni tiir parazitlerle akrabalik dereceleri saptanmaktadir
(67,73, 122, 123, 130, 132, 137).

Sigirlarda babesiosis'e yol agan tiirlerin en 6nemlilerinden olan B. bovis ve B. bigemina,
Diinya'da Giiney Avrupa, Orta Dogu ve Rusya, Giiney Amerika ve Afrika'da yaygin
olarak goriilmektedir (2, 8, 149).

Tiirkiye'de direkt PCR ile sigirlarda babesiosis’in teshisi ilk defa Tanyiiksel ve ark.
(66) tarafindan yapilmis olup B. bigemina Ankara yoresinde %8,45, Burdur yoresinde
%8 ve Kayseri yoresinde %5 olarak bildirilmistir. Bunu takiben ilk kez RLB teknigi
ile yapilan bir saha ¢aligmasinda (60), Ankara yoresinde B. bigemina pozitifligi %6

olarak saptanmistir. Kayseri yoresinde sigirlarda RLB ile B. bigemina’nin molekiiler
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prevalans1 %0,6 (67) ve yine Kayseri’de sigir barinaklarindan toplanan kenelerde
RLB ile B. bigemina’nin molekiiler prevalansi %14 olarak tespit edilmistir (68). Dogu
Karadeniz Bolgesi’nde sigirlar iizerinde RLB teknigi ile yapilan molekiiler calismada
B. bigemina %0,77 oraninda tespit edilmistir (71). Karadeniz Bolgesi’nde RLB ile
yapilan diger bir saha c¢aligmasinda ise B. bigemina prevalansi %2,2 olarak
bildirilmistir (83). Bu ¢alismada ise Tiirkiye’nin farkli illerindeki sigirlardan elde
edilmis olan 400 adet kan 6rneginde, RLB ile %14,75, Nested PCR ile %17,75 ve Real
Time PCR ile %18,75 oraninda B. bigemina pozitifligi belirlenmistir. Ayrica RLB
testinde Babesia sp. olarak belirlenen 16 6rnekten 5’inin Nested PCR ve Real Time

PCR ile B. bigemina 2’sinin ise B. bigemina+B. bovis miks oldugu ortaya konmustur.

Tirkiye'de B. bovis’in molekiiler prevalansi incelendiginde; PCR ile sigirlarda
babesiosis’in teshisinin ilk defa Tanyiiksel ve ark. (66) tarafindan yapildig
goriilmektedir. Babesia bovis'in molekiiler prevalansi konusunda Tiirkiye'de sinirl
sayida caligma olup; PCR ile Ankara yoresinde %12,68, Burdur yoresinde %8 ve
Samsun yoresinde %3,85 (66); RLB ile Ankara yoresinde %2,3 (60) ve %3,6 (59),
Trakya Bolgesi'nde %1,3 (82), Ege Bolgesi’nde %1,02 (84) B. bovis tespit edilmistir.
Karadeniz Bolgesi'nde RLB ile yapilan diger bir ¢alismada (83) B. bovis'in molekiiler
prevalansi; Amasya'da %4; Bartin'da %2,3, Bolu'da %4,2, Giresun'da %1,6,
Karabiik'te %1,4, Kastamonu'da %5,6, Samsun'da %3,8 ve Trabzon'da %2,2 olarak
belirlenmistir. S6z konusu calismada (83) genel olarak Karadeniz Bolgesi'nde B.
bovis'in molekiiler prevalansi %1,8 olarak tespit edilmistir. Bu ¢alismada ise 400 adet
kan Orneginde, RLB ile %4,50, Nested PCR ile ve Real Time PCR ile %%5,75
oraninda B. bigemina pozitifligi belirlenmistir. Ayrica RLB testinde Babesia sp. olarak
belirlenen 16 6rnekten 9’unun Nested PCR ve Real Time PCR ile B. bovis oldugu

ortaya konmustur.

RLB yontemi, PCR {iriinlerinin bir membranda ayr1 siralara baglanmis 6zgilin problara
hibridizasyonu esasiyla ¢alismaktadir. Teknik bir¢cok etkeninin ayni anda bir ¢ok prob
ile karsilagtirilmasina imkan sagladigindan oldukga pratik ve kullanigh olarak ortaya
cikmaktadir. Bu yontem ilk defa 1988 yilinda insanlarda, orak hiicre anemisi ile f
Talasemi’nin teshisinde kullanilmistir (150). Rijpkema ve ark. (151), aym1 anda kenede
bulunabilen 4 Borrelia tiriiniin ayrilmasi ve es zamanli teshisi i¢in bu teknigi

kullanmiglardir. Daha sonra Kamerbeek ve ark. (152), ayn1 yontem ile Mycobacterium
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tuberculosis’in  teshisini  ve tiplendirmesini yapmislardir. Bu yodntemin kan
protozoonlarinin  teshisinde kullanilmasi, Gubbels ve ark. (64) tarafindan
gerceklestirilmis olup, 18 ssTRNA geninin V4 degisken bolgesini ¢ogaltan primerler ile
PCR’da cogalttiklar1 amplikonlari, RLB tekniginde kullanarak sigirlarda goriilen
Theileria annulata, T. parva, T. mutans, T. tautrogi, T. velifera, B. bovis, B. bigemina ve
B. divergens’in es zamanli 6zgiil teshislerinin yapilabilecegini gostermislerdir. Sahip
oldugu avantajlar1 sebebi ile son yillarda diinyada ve Tiirkiye’de sigir babesiosis’inin
teshisinde yaygin olarak kullanilan bu teknikte DNA miktariin distikligli ve hedef
bolgenin biiyiikligline gore yalanct negatiflikler ve soy diizeyinde pozitiflik
saptanmasina karsin tiir yalanci negatiflikleri gibi dezavantajlar ortaya ¢ikabilmektedir
(145, 146). Nitekim bu g¢alismada incelenen orneklerden 12’si RLB testi ile negatif
belirlenmis, 16’s1 ise Babesia sp. diizeyinde pozitiflik verirken, tiir diizeyinde reaksiyon
vermemistir. Bu sonuglarla RLB testinin, gold standart test olarak alinan Real Time
PCR testine gore sensitivitesi %88,8 olarak belirlenmistir. Saptanan bu sensitivite
degeri Nested PCR ve Real Time PCR yontemlerine oranla diisiik olmasina karsin genel
cercevede yliksek goziikmektedir. Bunun yaninda RLB testinin spesifitesi ise %100
olarak belirlenmistir. Bu sonuglar s6z konusu testin sigirlarda B. bovis ve B. bigemina

enfeksiyonlarinin teshisinde giivenilir bir sekilde kullanilabilecegini gostermektedir.

Nested PCR yontemi, standart PCR’a farkli primer takimlariyla ikinci bir amplifikasyon
uygulanmas: esasma dayanan molekiiler bir tekniktir. Ilk amplifikasyonda elde edilen
tirtin ikinci PCR asamasinda kalip olarak kullanilir. Kullanilan ikinci primer takimi
hedef diziye 6zgiidiir. Komplex mikrobiyal popiilasyonlara ait hedef dizilerin spesifik
bir sekilde amplifikasyonu klasik PCR yontemleriyle bazen miimkiin olmadigi
goriilmekte ve olusan non-spesifik fragmentlerin amplifikasyonu sonucu yanlis
pozitiflikler ortaya ¢ikabilmektedir. Nested PCR ile s6z konusu bu olumsuzluk
giderilebilmekte, ayni zamanda diisik DNA’ya sahip Orneklerin ikinci kez PCR
uygulamasi ile teshisleri miimkiin olabilmektedir (146, 153). Son yillarda ruminant ve
vektor kenelerde babesiosis’in spesifik teshisinde nested PCR yonteminin siklikla
uygulandigr goriilmektedir (146, 154, 155). Hartelt ve ark. (156), Ixodes ricinus
kenelerinde Babesia sp. arastirllmasi amaci ile 18S rRNA bdlgesinden dizayn ettikleri
primerlerin spesifitelerinde olumsuzluklar belirlemislerdir. Nitekim s6z konusu

primerlerin blastn analizi sonucu B. bigemina ve B. bovis teshisi i¢in yeterli spesifitede
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olmadig da goriilmiistiir. Calder ve ark. (157), B. bovis’in sigirlarda PCR ile spesifik
teshisi i¢in dizayn ettikleri primerlerin blastn analizi sonucu dizilim uyumsuzlugu
gosterdigi ve bu durumunda teshis zorluklarina ve yanlis negatifliklere yolagabilecegi
belirtilmistir (146). Benzer sekilde Oliveira-Sequeria ve ark. (158), tarafindan dizayn
edilen nested primerlerinin de dizilim uyumsuzlugu gosterdigi ve spesifitesinin diigiik
oldugu kaydedilmistir (146). Bu calismada tercih edilen ve Guerrero ve ark. (146)
tarafindan dizayn edilen nested primerlerinin, arstiricilarin belirttigi gibi blastn analizi
sonucu yiiksek spesifite gosterdigi ve dizilimlerin GenBank’a kayith tiim B. bovis ve B.
bigemina 18S rRNA dizilimleri ile uyumluluk gosterdigi goriilmistiir. Bu aragtirmada
kullanilan nested PCR ydnteminin sigir babesiosis’inin teshisindeki sensitivitesi gold
standart Real Time PCR testine gore %94,4, spesifitesi ise %100 belirlenmigstir. RLB
testinde negatif belirlenen 6 O6rnek nested PCR ile pozitif belirlenmis, ayrica soy
diizeyinde RLB ile pozitif belirlenen 16 6rnegin bu test ile tiir bazli pozitif verdigi
saptanmistir. Bu ¢alismada kullanilan Nested PCR yonteminin gdstermis oldugu
sensitivite ve spesifite ile sigirlarda B. bovis ve B. bigemina enfeksiyonlarinin teshisinde

giivenilir bir sekilde kullanilabilecegi goriilmektedir.

Real-time PCR teknigi, hizi, sensitivite ve spesifitesi, seciciligi, hedef patojen veya gen
bolgesinin kantitatif olarak belirlenebilmesi ve otomasyona uygun olmasi gibi
nedenlerle son yillarda 6ne ¢ikan tekniklerin basinda gelmektedir. Ayrica s6z konusu
teknik 1ile mutasyon analizleri ve gen ekspresyonlart da hassas bir sekilde
belirlenebilmektedir. Son yillarda sigir babesiosis’inin spesifik teshisinde de
kullanilmaya baglayan Babesia tiirlerinin 18S rRNA, mitokondrial cytochrome b ve
msa2c gibi farkli gen bolgeleri hedef alinarak spesifik primer ve problar ile

arastirmalarin yapildigr goriilmektedir (109, 144, 145).

Kim ve ark., (109), B. bovis ve B. bigemina nin 18S rRNA bdélgesinden dizayn ettikleri
primer ve problar ile TagMan tabanli Real-time PCR arastirmasinda, her iki etken i¢in
saptama limitini 2,5 parazit/ul belirlemisler, B. bovis i¢in Nested PCR kiyaslamasinda
sensitiviteyi %96,9, spesifiteyi %100; B. bigemina i¢in ise hem sensitivite hem de
spesifiteyi %100 saptamiglardir. Criado-Fornelio ve ark. (144), iki farkli qPCR
yonteminin s1gir babesiosis’inin teshisindeki etkinligini arastirmislar, hem TagMan prob

hem de FRET prob bazli qPCR denemelerinde yiiksek sensitivite ve spesifite
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belirlemislerdir. Her iki teknik i¢cin de saptama limitini (linear kalibrasyon egrileri)
0,1fg/n1-0,01ng/ul olarak saptamislardir. Saha Ornekleri iizerinde iki teknigin
uygulanmasi sonucu, spesifitelerinin %100 olmasina karsin sensitivitenin TagMan prob
bazli qPCR yonteminde daha yiiksek belirlediklerini kaydetmislerdir. Ramos ve ark.
(145), B. bovis’in msa2c gen bolgesini hedef alarak dizayn ettikleri sybergreen tabanli
gqPCR tekniginin teshisteki etkinligini ortaya koyma amaci ile yaptiklar1 ¢aligmada
blastn analizi sonucu ve B. bigemina, A. marginale ve Bos taurus referans DNA’larin1
kontrol olarak kullanarak dizayn ettikleri primerlerin tiir spesifik oldugunu
belirlemislerdir. Msa2c qPCR tekniginin saptama limitini, msa2c kopya sayis1 ve esik
deger siklusu arasindaki linear korelasyona gore ml kanda 1000 kopya olarak
saptamiglardir. Calismada ortalama c¢oziinme sicakligi (Tm) 77,41°C (+0,25°C)
saptanmistir. Arastiricilar qPCR’1n sensitivitesini konvansiyonel PCR’a gore yiiksek
belirlemisler ve iki teknik arasindaki uyumu %88,8 (Kappa indeks=0,75) bulmusglardir.
Bu ¢aligmada ise Real Time PCR teknikleri ile RLB testine gore 12, Nested PCR testine
gore ise 6 Ornek pozitif belirlenmis olup RLB testinde soy diizeyinde pozitiflik veren
orneklerin hepsinin tiir identifikasyonlar1 yapilmistir. Ayrica Nested PCR’da negatif
belirlenen 6 6rnegin Real Time PCR’da Ct (dR) (Esik deger siklusu) degerlerinin
yiiksek oldugu (>40) belirlenmis ve neticede bu 6rneklerde paraziteminin oldukga
diisiik oldugu sonucuna varilmigtir. Elde edilen bu sonuglarla sensitivite ve spesifite
hesaplamalarinda Real Time PCR teknigi standart gold test olarak alinmistir. Kappa
testi ile Real Time PCR ve Nested PCR arasinda %96,1 (p<0,05), Real Time PCR ve
RLB arasinda %92,1 (p<0,05) ve Nested PCR ile RLB arasinda ise %95,9 (p<0,05)
oraninda uyum saptanmigstir. Elde edilen sonuglarin arastiricilarin (109, 144, 145)
bulgulart ile uyum gosterdigi belirlenmistir. Bununla birlikte Ramos ve ark. (145)
tarafindan dizayn edilen syber green tabanli qPCR primerlerinin spesifiteleri blastn
analizleri ve Anabilim Dali cryobankinda mevcut olan B. bigemina, T. annulata ve T.
orientalis referans DNA’lar1 kullanilarak konfirme edilmistir. Bu ¢alismada B. bovis
icin bulunan 78,1 °C (£0,2 °C) Tm degeri Ramos ve ark. (145) tarafindan bildirilen Tm
degeri ile uyum gostermistir. Apicomplexan protozoonlarin apikal organellerinden
salgilanan proteinler, parazitin konak hiicresi igerisine invaze olmasinda ve ve hiicre
iginde kalmasinda ¢ok nemli rol oynar (159). Bu proteinler arasinda rhoptry-associated

protein-1 (rap-1) gen familyasi, 6zellikle Babesia bovis ve Babesia bigemina tiirlerinde
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tam olarak ortaya konmus olmakla birlikte, diger tiim Babesia tiirlerinde de bulundugu
kaydedilmistir (160-163). Rap-1 gen familyas1 proteinleri, sahip oldugu cesitli
immiinolojik epitoplarla spesifik antikorlarin olusumuna yol agmakta ve olusan spesifik
antikorlarin da merazoitlerin saglam eritrositlere invaze olmasin1 engelledigi
gosterilmistir (164-166). Bu yilizden s6z konusu proteine ait Rap-1 gen bdlgesi B. bovis
ve B. bigemina tiirlerinin molekiiler tiplendirilmesinde ve cesitli as1 calismalarinda
temeli teskil etmistir. Bu ¢alismada Babesia bigemina’nin Rap-1 gen bolgesi hedef
alinarak primer ve prob dizayni yapilmis ve dizilimlerin GenBank’a kayith tiim B.
bigemina Rap-1 izolatlar ile alignmentlar1 gerceklestirilmistir. Blastn ve Primer Blast
(http://www.ncbi.nim.nih.gov/pubmed) analizleri sonucu dizayn edilen primer ve
problarin B. bigemina spesifik oldugu tespit edilmistir. Ayrica laboratuarda mevcut B.
bovis, T. orientalis ve T. annulata referans izolatlar1 ile yapilan Real Time PCR
analizinde de s6z konusu izolatlar ile herhangi bir amplifikasyon olmadig1 saptanmuistir.
Elde edilen bu sonuglar, dizayn edilen primerler ve probun B. bigemina
enfeksiyonlarinin Real Time PCR ile spesifik teshisinde gilivenle kullanilabilecegini

gostermistir.

Sonug olarak bu ¢alisma ile sigirlarda B. bovis ve B. bigemina’nin arastirilmasinda Real
Time PCR yonteminin Nested PCR ve RLB tekniklerine oranla daha duyarli oldugu
ortaya konmustur. Bunun yaninda her {i¢ teknigin de bu enfeksiyonlarn teshisinde
oldukca spesifik oldugu saptanmis olup, nested PCR ve RLB testlerinin
sensitivitelerinin de olduk¢a yiiksek oldugu ve teshiste giivenli bir sekilde
kullanilabilecekleri goriilmiistiir. Real Time PCR tekniginin, sahip oldugu yiiksek
sensitivite ve spesifitenin yaninda, es zamanli ve hizli teshise imkan saglamasinin
yaninda kantitasyona olanak saglamasi, paraziteminin saptanabilmesi, dolayisiyla tedavi
etkinliginin takibi ve kontaminasyon riskinin minimize olmasi gibi artilari ile 6ne ¢iktig1

gOriilmiistiir.
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